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4.2. Results 

4.2.1. Bacteriological pathogen detection results 

Study period I: 

After the intrauterine infection of the pony mare, the pathogen could be reisolated from the 
uterine exudate on the following day. 

T. equigenitalis was cultured in the samples taken in the one to three day interval up to the 31 st 
d.p. inf. from clitoral, cervical and uterine swabs and from uterine exudate and uterine discharge 
samples. 

After the infected pony mare (3 1 d.p.inf.) had mated with pony stallion 1, the pathogen could be 
reisolated in the samples taken from the pony stallion from the 4 th d.p.inf. The pathogen was 
detected in all 5 sample materials, with the highest value detected in the pre-seminal fluid. The 
pathogen could be isolated regularly in the period from the 4 th to the 75 th d.p.inf. During this 
period, a significant reduction in the number of small and large T. equigenitalis colonies 
growing on the nutrient medium was observed. From the 83 ri d.p.inf to the 147 th d.p.inf., it was 
only possible to detect isolated bacteria morphologically indicating T. equigenitalis between 
strongly represented coryneform germs microscopically in Gram preparations (Gram negative 
soft bacilli or Gram negative cocci). The pure culture required for the identification could not be 
obtained with the subcultures used. The bacteriological tests conducted on the 161 st and 173 rf 
d.p.inf. gave further positive results. In this case, only some small colonies developed from the 
7 th day of incubation. During the 4* subculture, these colonies supplied further large and small 
colonies. After the large colony type had been eliminated, the coryneform germs, also growing 
very slowly on blood agar dishes, caused major difficulties in obtaining pure cultures from the 
small T. equigenitalis colony type. A summarised overview of the results of the bacteriological 
tests on pony stallion 1 is given in Table 5. 



Table 5: Reisolation of T. equigeni talis in an experimentally infected pony stallion (Animal 1) 



H t"\ inf 


Body of penis 


Urethra' 


Nav. fossa* 


PSF J 


Ejaculum 


-34 


0 


0 


0 


0 


0 


-14 
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0 


0 
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0 
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0 
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1 1 
l -J 
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/ 


15 


0 


0 


0 




/ 


1 ft 


+ 


0 


+ 


0 


/ 






0 


+ 


+ 


/ 






+ 


+ 


+ 


/ 


25 


+ 


+ 


+ 




/ 


27 


+ 


0 


+ 


+ 




75 


0 


+ 


+ 


+ 




83 


0 


0 


0 


0 


0 


91 


u. 


0 


u. 


0 




110 


0 


0 


0 


u. 




131 


0 


u. 


u. 


0 




138 


u. 


u. 


u. 


u. 




147 


0 


0 


u. 


0 




161 


0 


/ 


+ 


0 




173 


0 


0 


0 




+ 



Key: 0 Negative pathogen detection 



+ Positive pathogen detection 

u Microscopic detection of uncertain cultures 

/ No samples taken 



1 HR = Harnrohre 

2 EG = Eichelgrube 

3 VS = Vorsekret 

4 Eja = Ejakulat 



Study period II: 

The successful initiation of the infection in pony stallion 2 was verified with positive results in 
the bacteriological study of the samples taken from the 3 rd d.p.inf. In this case, a constant 
decrease in the T. equigenitalis colonies growing on the nutrient media was observed up to the 
21 st d.p.inf. It was clearly noted that, from the 17 th d.p.inf., no more large colony variants 
developed. From the 3" 1 d.p.inf. to the 14 th d.p.inf., both small and large colonies were observed, 
with the latter visible from 48 hours of incubation time and the former only visible between the 
6* and the 8* day of incubation. From the 17* d.p.inf., only small colonies, only visible from 
the 6* to the 8* day of incubation, developed. In the third subculture of these small colonies, 
further large and small colony variants were recorded. From the 24 th d.p.inf. to the 84* d.p.inf. 
and from the 131 s ' to the 240* d.p.inf., all the tests to reisolate T. equigenitalis were negative. 
On the 260* and 289* d.p.inf. and on the 367* and 386* d.p.inf., isolated Gram negative soft 
bacilli or coccal bacteria could be detected between strongly represented coryneform germs in 
the bacteriological examination of navicular fossa swabs in Gram preparations, which were 
composed of morphologically uncertain colonies from the original smear. However, since the 
subcultures used to obtain the pure cultures required for the final identification of T. 
equigenitalis were not successful, it was only possible to express an uncertain result. From the 
333 rd d.p.inf. to the 355* d.p.inf. and on the 398* d.p.inf., complete pathogen detection was 
again obtained, i.e. the pathogen was identified morphologically in the Gram preparation and 
biochemically and serologically after subculture. In this case, only small colonies, visible from 
the 8* day of incubation could be observed. During the subculture of these colonies, large 
colonies developed, which were isolated in the third subculture on the 5* day of incubation and 
proliferated in the fourth subculture on the 3 rd day of incubation. 

The strongly represented coryneform germs in the samples represented a significant handicap m 
the bacteriological test for T. equigenitalis in the infection test phases, in which no more large 
colony types developed in the original smear, due to their massive development and their 
identical growth rate and similar colony morphology in relation to the small T. equigenitalis 
colony type. 

Since Test animal 2 was not yet sexually mature at the beginning of the study (first ejaculum 
was free of sperm), it was only possible to take a few pre-seminal fluid or ejaculum samples due 
to insufficient or low sexual libido up to the 159* d.p.inf. 



An overview of the results of the bacteriological T. equigenitalis detection tests on pony stallion 
2 is given in Table 6. 

Table 6: Reisolation of T. equigenitalis in an experimentally infected pony stallion (Animal 2) 



U. LI. 1111* 

-16 


Body of penis 
0 


Urethra 
0 


Nav. fossa 
0 


PSF 

/ 


Ejaculum 
-j 


.9 


0 


0 


0 


/ 




-2 


0 


0 


0 


0 


0 


3 


0 


0 


+ 


+ 


1 


7 


0 


0 


+ 


+ 


7 


10 


0 


0 








14 


0 


0 


+ 






17 


0 


0 


1 

-r 




/ 


21 


0 


0 


+ 






24 


0 


0 


0 






31 


0 


0 


0 






35 


0 


0 


0 






42 
49 


0 
0 


0 
0 


0 
0 




' 


56 
84 


0 
0 


0 
0 


0 
0 






91 


0 


0 


+ 






98 


0 


0 


+ 






131 


0 


0 


0 
0 






146 
159 


0 
0 


0 
0 


0 
0 


0 
0 


0 
0 


173 
219 


0 
0 


0 
0 


0 
0 


0 
0 


0 
0 


240 
260 
289 
319 
333 


0 
0 
0 
0 
0 


0 
0 
0 
0 
0 


u. 
u. 

0 
0 


0 
0 
0 
+ 


0 
0 
0 
0 



Table 6 (continued): Reisolation of T. equigenitalis in an experimentally infected pony 
(Animal 2) 



d.p.inf. 


Body of penis 


Urethra 


Nav. fossa 


PSF 


Ejaculum 


351 


0 


0 


0 


+ 


0 


355 


0 


+ 


0 


0 


0 


367 


0 


0 


u. 


u. 


u. 


386 


0 


0 


u. 


0 


0 


398 


0 


0 


0 


u. 


+ 



Key: 0 Negative pathogen detection 
+ Positive pathogen detection 
u Microscopic detection of uncertain cultures 
/ No samples taken 

The bacteriological study for T. equigenitalis on the uterine, cervical and clitoral swabs taken 
from the pony mare four times in the interval from 14 to 30 days before mating with pony 
stallion 2. On the third and fifth day after mating with the pony stallion mentioned above, T. 
equigenitalis could be detected in culture on cervical and uterine swabs. In this case, isolated 
large colonies could be observed on the third day of incubation and further abundant small 
colonies on the seventh day of incubation. On the 14* day after the first mating, Taylorella were 
isolated from the clitoral swab for the last time. The further four bacteriological tests on clitoral, 
cervical and uterine swabs for each 10-day interval were negative. 



4.2.2. Clinical progression of Taylorella infection 



In the course of the infection study, both infected pony stallions showed no clinical symptoms 
which could be attributed to the effect of T. equigenitalis. Symptoms of slight colic were 
observed in pony stallion 2 on the 237* and 238* d.p.inf. 



4.2.3. Serological study results 

The results of the serological study for both pony stallions are summarised in Tables 7 and 8. 



Table 7: Serological study results for pony stallion 1 



d.p.inf. 


SAT 


HT 


PHA 


CFT 


IFT 


-40 


1:5 


1:5 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


1:10 


7 


0 


1:5 


0 


0 


1:10 


14 


0 


1:5 


0 


0 


0 


22 


0 


1:5 


0 


0 


0 


28 


0 


1:5 


0 


0 


0 


75 


0 


1:5 


0 


0 


0 


83 


0 


1:5 


0 


0 


0 


91 


0 


0 


0 


0 


0 


110 


0 


0 


0 


0 


0 


138 


0 


1:5 


0 


0 


0 


168 


0 


0 


0 


0 


0 



Table 8: Serological study results for pony stallion 2 



d.p.inf. 


SAT 


HT 


PHA 


(JK1 


LbT 


-1 


1:5 


0 


0 


0 


£2 


3 


1:5 


0 


0 


0 


£3 


7 


1:10 


0 


0 


0 


SO 


10 


1:10 


0 


0 


0 


so 


14 


1:10 


0 


0 


0 


so 


17 


1:5 


0 


0 


0 




21 


1:10 


0 


0 


0 


so 


24 


1:5 


0 


0 


0 


SO 


28 


0 


0 


0 


0 


so 


35 


1:5 


0 


0 


0 


0 


42 


1:5 


0 


0 


0 


£2 


49 


1:5 


0 


0 


0 


0 


56 


1:5 


0 


0 


0 


0 


84 


1:5 


0 


0 


0 


0 


91 


1:5 


0 


0 


0 


0 


98 


1:5 


k3 




0 


0 


131 


1:5 


0 


0 


0 


0 


146 


1:5 


0 


0 


0 


0 


156 
219 


1:5 
1:5 


0 
0 


0 
0 


0 
0 


0 
0 


240 
260 
388 
403 
423 


1:5 
1:5 
1:10 
1:5 
1:10 


0 
0 
0 
0 
0 


0 
0 
0 
0 
0 


0 
0 
0 
0 
0 


0 
0 

1:10 
0 

1:10 



4.2.4. Haematological study results 



The results of the study of the red and white blood cell count for pony stallion 1 and pony 
stallion 2 are given in Tables 9, 10, 10 and 12. 



Table 9: Haematological study results for a pony stallion infected with T. equigenitalis 
(Animal 1) 



d.p.inf. 


Hb, old 


Hb, new 


HC 


Ery 


MCV 


MCH 


MCHC 


-34 


11.1 


6.89 


30 


7.29 


41.2 


15.2 


37.0 


0 


11.5 


7.14 


34 


8.83 


38.5 


13.0 


33.8 


7 


13.3 


8.25 


. 36 


9.41 


38.3 


14.1 


36.9 


14 


13.6 


8.44 


36 


7.53 


20.5 


18.1 


37.8 


28 


15.1 


9.37 


39 


11.14 


35.0 


13.5 


38.7 


83 


11.8 


7.32 


32 


9.55 


33.5 


12.4 


36.9 


91 


10.2 


6.38 


28 


8.25 


33.9 


12.4 


36.4 


169 


12.8 


7.84 


35 


7.84 


45.8 


16.8 


36.6 


173 


14.1 


8.75 


39 


8.09 


48.2 


17.4 


36.2 



Table 10: Differential blood count for a pony stallion infected with T. equigenitalis (Animal 1) 



d.p.inf. 


Bas 


Eos 


Myel 


Granulocytes 


sm.Ly 


l.Ly 


Mon 


Leu 








Imm 


nbf 


bf 


sgm 










-34 


0 


5 


0 


0 


0 


9 


34 


34 


19 


0 


6450 


0 


0 


6 


0 


0 


13 


12 


31 


31 


6 


2 


5800 


7 


0 


5 


0 


1 


17 


10 


31 


31 


3 


2 


4000 


14 


0 


3 


0 


0 


1 


16 


22 


52 


4 


0 


7300 


28 


0 


3 


0 


0 


0 


11 


32 


47 


7 


0 


6400 


83 


0 


4 


0 


0 


0 


12 


22 


57 


3 


1 


6300 


91 


0 


1 


0 


0 


0 


28 


11 


53 


6 


1 


6050 


169 


0 


3 


0 


0 


0 


2 


30 


43 


20 


2 


6650 


173 


0 


2 


0 


0 


2 


3 


22 


37 


34 


0 


7600 



12: Differential blood count for a pony stallion infected with T. equigenitalis (Animal 2) 




4.2.5. Post mortem T. equigenitalis detection in culture 

In the post mortem study of the urinary and genital organs of both pony stallions, T. 
equigenitalis could only be reliably detected in the external genital organs. In the studies of the 
ancillary genital glands, gonads and bladders, on the other hand, microscopically uncertain 
bacteria, i.e. bacteria indicating T. equigenitalis in the Gram preparation, were observed. 
However these bacteria could not be identified further during to an absence of growth in the 
subculture study, so an uncertain result could only be expressed. The T. equigenitalis 
colonisation of the positive organs in the bacteriological study was very insignificant except for 
the primary and secondary navicular fossae. 

The study of the urinary tract organs (expect for the bladder) and the lymph nodes were 

negative. 



The horse blood agar dishes used in the study of the organs of pony stallion 1 supplemented 
with different quantities of oxacillin and lincomycin did not show any advantage over nutrient 
media without antibiotic supplements. In the event of positive pathogen detection, growth of 
small T. equigenitalis colonies was only observed from the ninth day of incubation. In the 
subsequent subcultures, germ growth developed between the second and fifth day of incubation. 
In the post mortem study of the organs removed from pony stallion 2, in the case of positive 
results, incubation periods of 7 days (navicular fossae) to 9 days (urethra, glans, body of penis) 
were required to observe developed small colony variants. In the subculture, these variants also 
showed growth between the second and fifth day of incubation. 
The results of the post mortem bacteriological studies are summarised in Table 13. 



Table 13: Post mortem bacteriological detection of T. equigenitalis in two experimentally 
infected pony stallions 



Study material 


Stallion 1 


Stallion 2 


Lnn. inguinales supff. 


0 


0 


Lnn. renales 


0 


0 


Lnn. sacrales intt. 


0 


0 


Lnn. sacrales extt. 


0 


0 


Lnn. coeliaci 


0 


0 


Lnn. ilici medd. 


0 


0 


Lnn. hypogastrici 


0 


0 


Lnn. lumbales aortici 


0 


0 



Table 13 (continued): Post mortem bacteriological detection of T. equigenitalis 
experimentally infected pony stallions 



Study material 


Stallion 1 


Stallion 2 


Kidney 


0 


0 


Pelvis of kidney 


0 


0 


Ureter 


0 


0 


Bladder 


u. 


u. 


Testicles 


u. 


u. 


Epididymal head 


u. 


u. 


Epididymal body 


0 


0 


Epididymal tail 


u. 


u. 


Vas deferens 


0 


0 


Ampullae of vas deferens 


u. 


0 


Prostate gland 


0 


u. 


Seminal vesicles 


0 


u. 


Bulbourethral glands 


0 


0 


Urethra (proximal section) 


+ 


0 ~ 


Urethra (median section) 


+ 


+ 


Urethra (distal section) 


+ 


+ 


Glans 


S 


S 


Primary navicular fossa 


+ 


+ 


Secondary navicular fossa 


+ 


+ 


Prepuce 


S 


S 


Body of penis 


+ 


s 



Key: 0 Negative pathogen detection 

+ Positive pathogen detection 

u Microscopic detection of uncertain cultures 

S Dishes overgrown with spore formation 



4.2.6. Pathological study results 



In the anatomicopathological studies of the internal and external genital organs and urinary tract 
organs conducted after the euthanasia of both pony stallions and in the histopathological studies 
of the above-mentioned organs of pony stallion 1, no modifications could be observed. 
In the histopathological study of the urinary and genital organs of pony stallion 2, the following 
pathological modifications were observed. The seminal vesicle comprised isolated 
circumscribed lymphohystiocytic infiltrations (Fig. 1). 

In the testicles, isolated giant cells developed and sperm production was considerably reduced 
(Fig. 2). In conjunction, the epididymal ducts proved to be partially free of sperm (Fig. 3). 
In the region of the distal urethra, lymph follicles were observed. The study of the secondary 
navicular fossa detected subepithelial lymphohistiocytic infiltrates. 



Fig. 1: Lymphohistiocytic infiltrates in the seminal vesicle (19-fold magnification) 



Fig. 2: Giant cell in lumen of epididymal ducts (125-fold magnification) 



Fig. 3: Epididymis, duct partially free of sperm (19-fold magnification) 



4.2.7. Immunohistological detection of T. equigenitalis 



In the IFT study of the organ and tissue sections of pony stallion 2 using the double labelling 
technique, isolated fluorescences developed at the same location in the tissue when stimulated 
with UV light and green light in the seminal duct of the testicles (Fig. 4, Fig. 5) and in the 
lumen of the seminal vesicle. 

Specific fluorescences were also observed in the mucous membrane folds of the glans and 
urethra. In the study of the primary and secondary navicular fossae, amplified fluorescent 
bacteria could be observed, particularly in the latter. With the stimulation of the FITC 
conjugate, both bacilli and cocci showed a. marked membrane fluorescence, while with 
rhodamine conjugate stimulation, only bacilli were fluorescent. 

The immunohistological studies of the regional lymph nodes, kidney, ureter, bladder, 
epididymis, vas deferens, ampulla of the vas deferens, prostate gland, bulbourethral glands and 

prepuce were negative. 



Fig.. 4: Fluorescence in the epididymal duct with FITC stimulation (immersion in oil. 1000-fold 

magnification). 



Fig. 5: Fluorescence in the epididymal duct with rhodamine stimulation (same section of image 
as Fig. 4, immersion in oil, 1000-fold magnification). 



4.2.8. Immune serum production in rabbits 

All three vaccinated rabbits showed a rapid rise in the antibody litre, which reached a plateau 
after the booster dose (Fig. 6). 

Fig. 6: Progression of the anti-T. equigenitalis antibody titre measured in PHA in the serum of 3 
immunised rabbits 



Serum antibodies 

Animal 1 
Animal 2 
Animal 3 

d.p.vacc. 



The pooled rabbit serum had the following anti-T. equigenitalis antibody titres with the 
serological detection methods applied: RAT 1:128, PHA 1:1280, SAT: 1:320, HT: 1:160, CFT: 
1-512 IFT- 1-512 In the RAT, agglutination only occurred with Actinobacillus equuh when 
undiluted serum was used, which, however, did not occur at the next highest dilution factor of 
1 :2. No cross-reactions with any other bacterial strains tested could be observed. 



4.2.9. Monoclonal antibody characterisation 

The Balb/c mice immunised with 3 different antigen preparations showed anti-T. equigenitalis 
antibodies with the ELISA technique 2 weeks after the primary immunisation^ The titn*. 
increased further after the booster injection, reached their peak between the 90 and 130 
d.p.vacc. and began to fall after that. The table below gives the titre dynamics. 

Table 14: Titre progression in immunised Balb/c mice 




I„ the fusion reactions, in which the murine myeloma ce.l line P3X63-Ag8 was used as the 
fusion partner, no stable antibody-producing hybridoma cell lines could be established. On the 
other hand, ,n the 3 fusion reactions with the heteromyeloma cell line CB-F7 as the fuston 
partner, 89 antibody-producing hybridoma cel. lines were established. After *•-»* •'« 
different Cones with the Western blot technique, the clones TF I 10D5, TF H 8D4, TF m 10QS. 
TF UI 11B5 TF III UBS, TF HI 11E5, TF III 7D4, TF TJI 7D4, TF III 3G3, TF m 3E8 were 
se.ec.ed from the total quantity for further characterisation due to their different reacttons wtth 
the Immunoblot technique. 



Figure 7 documents the Immunoblot reactivity of the mAb directed against T. equigenitahs. The 
mAb TF II8D4 was the only of the mAb selected not to show a clear reaction with a specific 
protein The total NC band (No. 9) was diffusely stained. The accompanying negative control 
(No. 10) and the conjugate control (No. 1 1) showed a weak non-specific reaction with a 19 KD 
protein. This reaction was present on all the NC bands. 
Fig. 7: mAB Immunoblot reactivity against T. equigenitahs 



1 Molecular weight marker 

2 TF I 10D2 

3 TF in 7D4 
4TF III 10G5 

5 TF III 3E8 

6 TF III 1 1 E 5 



7TFIII 11B5 

8 TF ni 3G3 

9 TF U 8D4 
10Kufu2 

1 1 Conjugate control 

12 Mouse serum 



The immunoglobulin subclasses, the ELISA and IF A titre of the residual hybridoma and the 
relative molecular weights of the T. equigenitalis proteins detected with the Immunoblot 
technique are summarised in Table 15. 



Table 15: Properties of anti-T. equigenitalis mAb 



mAb 


Immunoglobulin 
subclass 


ELISA / IFT titre 


Molecular weight of 
detected proteins 


TF I 10D2 


IgG 2 a 


1:128/1:10 


TJkD 


TF II 8D4 


IgM 


1:8192/1:320 


no reaction 

56 kD ' 


TF III 11E5 


IgG 2 a 


1:8192/1:320 




TF III HB5 


IgG 2 a 


1:8192/1:320 


70 kD, 117 kD 


TF III 10G5 


IgG, 


1:8192/1:10 


3TkD 


TF III 7D4 


IgG 2 a 


1:5121/1:5 


22 kD 


TF m 3G3 


IgG 2 a 


1:128/1:10 


47 kD, 70 kD 


TF in 3E8 


IgG, 


1:128/1:10 


47 kD 

J -J 



The study of the selected mAb with the ELISA technique with respect to their ability to detect 
different T equigenitalis isolates showed differences in the antigen structure of this species. The 
T equigenitalis strain V3 is not detected by the mAb TF 1 1E5 (Fig. 12) and the strain BW 26 „ 
not detected by the mAb TF I 10D5 with the ELISA technique (Fig. 9). In addition to these 
qualitative differences, quantitative differences are also observed. These marked differences m 
the extinctions measured occurred, with the exception of the mAb TF II 8D4, in all the other 
mAb tested. The results of the specificity test are represented in Figures 9 to 19 m the table 
appendix. 

In the study of potential cross-reactions of all the mAb used with representees of Afferent 
bacterial species, no antigenic affinities could be detected. Potential antigenic affinity of T. 
equigenitalis with Streptococcus zooepidemicus and Streptococcus equi cannot be proven due to 
the non-specific fixation of the conjugate used represented in the figure (Fig. 19). 
The results of the examination of the mAb with respect to their ability to detect different 
Taylorella isolates and representatives of different bacterial species with the ELISA techmque 
are illustrated in Figures 9 to 16. 

While the mAb Kufu 2 used as the negative control did not react with the Taylorella strams 
under test or with the other bacterial species, the mouse immune serum used as the pontive 



control showed weak-positive reactions (extinction > 300) with the majority of the bacterial 
species used. The strongest reaction occurred with Haemophilus somnus, Micrococcus albus 
and Bordetella bronchiseptica (Fig. 17). 

With the IFT technique, of all 8 mAb under study, only the mAb of the clones TF U 8D4, TF II 
1 1B5 and TF III 11E5 showed very good fluorescence up to a dilution factor of 1:320 (Fig. 8). 
The remaining mAb only reacted at dilution factors from 1:5 to 1:10. The mAb detected the 
baccillary form and coccoid form of T. equigenitalis present in the culture material in a similar 
fashion. 



Fig. 8: mAb TF III 1 1E5 reaction with the IFT technique 



5. Discussion of results 



Bacteriological and clinical study results 

After the mating of pony stallion 1 with the T. equigenitalis-positive pony mare, the pathogen 
was isolated in swabs from the body of the penis, urethra, navicular fossa, pre-seminal fluid and 
ejaculum. After the mating of pony stallion 2 with the pony mare, T. equigenitalis was also 
successfully transmitted to the pony mare, thus demonstrating the reciprocal transmissibility of 
the pathogen by means of mating. 

TAINTURIER et al. (1982a) also succeeded in transmitting T. equigenitalis by means of mating 
from one infected mare to a total of 8 stallions. 

In a transmission study with trotter stallions and mares, SCHLUTER et al. (1991) were able to 
demonstrate that mating wxth an infected mare did not necessarily result in pathogen 
transmission. The authors did not succeed in detecting the pathogen in 2 stallions, which had 
mated with a T. equigenitalis-positive mare several times. 

To determine to what extent the adhesion of the infection after the transmission of the pathogen 
is breed- or age-dependent or whether individual predisposing factors are involved, further 

studies are required. 

The CEM pathogen was most frequently detected in pony stallion 1 in the pre-seminal fluid 
with 1 1 positive results, while the swabs from the urethra only gave 6 positive results. With 10 
positive pathogen detections, respectively, the results of the bacteriological studies of the body 
of the penis and navicular fossa equal those for the pre-seminal fluid. In the ejaculum, the 
pathogen was detected twice in a total of three samples taken. 

A completely different picture was observed with respect to the bacteriological studies in study 
period II in the bacteriological test on pony stallion 2. In spite of the intraurethral inoculation 
with T equigenitalis, the pathogen was only detected on the 355* d.p.inf. in the urethra. The 
ejaculum studies gave one positive result and that of the pre-seminal fluid gave 4 positive 
results. With a total of 8 Taylorella detections, the navicular fossa swabs from this animal 
showed the most frequent detection of the pathogen, whereas, in the swabs from the body of the 
penis, the CEM bacterium was not detected over the entire study period of 433 days. 



The negative pathogen results in the swabs from the body of the penis could be related to the 
differing mode of infection in study period I, since in the natural mating, the entire body of the 
penis of pony stallion 1 came into contact with the Taylorella-infected vaginal mucous 
membrane, while pony stallion 2 was infected by the intraurethral route. 

TAINTURIER et al. (1982a) were also unable to isolate the pathogen in the body of the penis in 
a total of 3 pony stallions infected by the intraurethral route. 

Comparing the positive study results in both pony stallions shows that the pathogen cannot be 
cultured in a reproducible manner from any part of the external stallion genitals, with respect to 
a high accuracy of detection of the direct pathogen detection, although T. equigenitalis was 
more frequently reisolated from swabs from the navicular fossa overall in both study periods. 
Only the study of all the samples involved in the pathogen detection (swabs from the body of 
the penis, navicular fossa, urethra, pre-seminal fluid and ejaculum) offers the best condition for 
successful detection of T. equigenitalis. 

PLATT et al. (1978) described a procedure similar to study period II for bacteriological 
reisolation in 4 artificially infected pony stallions. The authors obtained the highest rate of T. 
equigenitalis detection in swabs from the navicular fossae, whereas the bacteriological studies 
of the samples from the body of the penis were mostly negative. 

LORIN et al. (1984) succeeded in detecting the pathogen eleven times in bacteriological studies 
on samples materials from 1 1 naturally infected stallions in swabs from the navicular fossa, 
while only 4 samples from the urethra and one sample from the body of the penis and ejaculum, 
respectively, were positive. 

The results with respect to the high rates of T. equigenitalis detection in navicular fossa swabs 
obtained in some reisolation studies and illustrated in the literature supported the hypothesis 
formulated by SIMPSON and EATON-EVANS (1978) and HAZARD et al. (1979), that, as the 
main site of colonisation, the navicular fossa in the stallion is the anatomical equivalent to the 
clitoral sinus in the mare. 

With its low acidic and moist medium, the secondary navicular fossa, constantly filled with 
smegma, offers the ideal colonisation site for T. equigenitalis. 



The persistence of T. equigenitalis lasting up to the 173" 1 d.p.inf. in pony stallion 1 to the 389* 
d.p.inf. in pony stallion 2 underlines the possibility of the pathogen persisting for several 
months already demonstrated by TIMONEY and POWELL (1982) and TIMONEY and 
STRICKLAND (1982). 

The fact that, after the infection of the stallion with the CEM pathogen, rapid germ elimination 
may occur, is shown by an infection study by TAINTURIER et al. (1982a), which only 
succeeded in obtaining positive pathogen detections on the 9 th d.p.inf. in a pony stallion infected 
by the intraurethral route. Further pathogen detections were negative. 

The positive results obtained in pony stallion 1 in the bacteriological study on the pre-seminal 
fluid on the 15 th d.p.inf. and on the pre-seminal fluid and ejaculum on the 173" 1 d.p.inf., along 
with the positive pathogen detections on the 333" 1 and 351 st d.p.inf. in the pre-seminal fluid and 
on the 398 th d.p.inf. in the ejaculum of pony stallion 2, with, at the same time, negative or 
uncertain results of the swabs from the body of the penis, navicular fossa and urethra studied 
support the assumption expressed by SCHLUTER et al. (1990) on the possible colonisation of 
the internal genital organs in the stallion by T. equigenitalis. The authors formulated this 
suspicion due to pathogen detections in the pre-seminal fluid and sperm with concurrently 
negative results in swabs from the external genitals in a naturally infected stallion after a total of 
8 treatment cycles. 

The reduction observed in the T. equigenitalis colonies grown in the bacteriological study of the 
samples taken from both stallions and the transformation of the colony type from large, rapid- 
growth to the small, slow-growth colony type must be seen to be related to the inhibitory effect 
on the physiological bacterial flora described by SWERCZEK (1979c), DOLAN et al. (1984) 
and VAISSAIRE (1986) and the asymptomatic progression of CEM infection in the stallion. 
Since no data exists in the literature on the transformation of T. equigenitalis colony growth in 
stallion cultures, it is only possible to refer to publications on infection studies in mares. 
KANEMARU et al. (1988) infected thoroughbred and pony mares with culture material 
composed of the large colony type or of the small colony type. In this way, the mares infected 
with the large colony type showed typical CEM symptoms (endometritis, cervicitis, vaginitis), 
while the mares infected with the small colony showed no reactions at all. 



SAHU and WEBER (1982) inoculated three pony mares with small colony type culture material 
and described a dependency of the severity of the clinical symptoms on the speed of the 
transformation from the small to the large colony type. While, in the first pony mare, almost 
exclusively large colonies were observed on the 3« d.p.inf., the transformation in the two other 
pony mares lasted up to the 14 th d.p.inf. Accordingly, strongly distinctive CEM symptoms were 
only observed in the first pony mare. 

On the basis of the growth of the small colony type in the bacteriological study of pony stalhon 
2 on the 351" d.p.inf., it can be assumed that, during the mating of the pony stalhon with the 
pony mare, exclusively slow-growth Taylorella were transmitted to the genital tract of the mare. 
Although, as early as the 3* d.p.inf., large Taylorella colonies could be cultured in the utenne 
and cervical swabs, the pony mare only showed a slightly increased exudation. Tins chmca 
progression of the infection in the mare, which is not consistent with the above-mentioned 
results obtained by SAHU and WEBER (1982), can be explained by the reinfects of the pony 
mare in the mating. In the studies by TIM ONE Y et al. (1979c), SAHU et al. (1980) and 
FRIEDRICH (1989), reinfected pony mares showed no or only very mild clinical symptoms 
after Taylorella infection. 

Since the small T. equigenitalis colony type which developed in the course of the 
bacteriological studies was difficult to distinguish morphologically from other very slow-growth 
accompanying germs, particularly coryneform germs, and, as a result, the subculture required 
for the diagnosis of T. equigenitalis to obtain pure Taylorella cultures was considerably difficult 
or partly impossible to make, the mAb produced within the scope of this study open up new 
possibilities in the identification of uncertain culture materials. 

KANEMARU et al. (1988) and KAMADA et al. (1987) also describe problems m the 
identification of the small CEM pathogen colony type due to the similar slow growth rate of 

various accompanying germs. 

It is only possible to make assumptions on the cause of the positive pathogen detection on the 
333- dp inf after the phase with negative or uncertain study results lasting from the 131 
d p inf to the 319"' d.p.inf. The pathogen content required for the bacteriological detection of T. 
equigenitalis could result from the repeated elimination of semen from the pony stallion due to 
sexual activity. Further studies are required to determine to what extent modifications in 
hormonal status or modifications in the physiological genital flora are involved in this process. 



The growth period of the Taylorella colonies between 2 (large colony types) and 9 days (small 
colony type) indicate the possible time required for the detection of T. equigenitalis in swabs 
from stallions. The incubation time required in the primary isolation studies by WARD et al. 
(1984) in 39% of isolates also lasted more than 6 days. 

In both study periods, no clinical symptoms which could be connected with T. equigenitalis 
infection developed in either pony stallion. 

These observations are in line, except for a publication by LORIN et al. (1984), with the 
asymptomatic progression of CEM in stallions described in the international literature (PLATT 
et al. 1978, TAYLOR et al. 1978, TAINTURIER et al. 1979, 1981a, 1982a, ECKSTEIN 1983, 
ODA et al. 1983, VAISSAIRE et al. 1986, 1987, Kohler 1987). 

LORIN et al. (1984) observed, in an infected stallion, one-sided, high-grade painful, indurated 
and therapeutically responsive orchitis, with concurrent detection of mycoplasmas in the 
ejaculum. However, the question in relation to which of the pathogens mentioned above this 
condition can be attributed remains open. 

Haematological and serological study results 

In the haematological monitoring of both pony stallions, over the entire study period, the results 
of the red and white blood cell counts were, with a few exceptions, within the limits of the 
specifications defined by KOLLAKOWSKI and KELLER (1990) and KIEFERNDORF and 
KELLER (1990). In pony stallion 1, on the 7 th d.p.inf, leucopaenia with left shift developed, 
which may be the result of a confrontation of the body's cell defence with an antigen. The 
leucopaenia with left shift detected in the second pony stallion on the 240 th d.p.inf. is not so 
much seen to be related to the T. equigenitalis infection as to the minor colic developing on the 
237* and 238 th d.p.inf. 

The results of the haematological results underline the nature of CEM as a local infection of the 
genital mucous membranes and are consistent with the unimpaired clinical condition in both 
pony stallions throughout the study period, except for the minor colic condition in pony stallion 
2. 



The serological reactions with the SAT, HT and IFT techniques in both stallions under study 
should be considered as non-specific reactions. 

The reactions with the IFT technique in both stallions up to a serum dilution factor of 1:10 
should, according to the studies by TAINTURIER et al. (1981b), be assessed as negative. 
The above-mentioned authors detected fluorescent antibodies in horses (mares and stallions) 
without any contact with T. equigenitalis up to a serum dilution factor of 1:10 and, after 
comparing these sera with sera from infected mares, established the titre limit for IFT at a titre 
factor of 1:20. 

The fact that, as early as the day of infection, pony stallion 1 had reactive antibodies at a serum 
dilution factor of 1:10 with the IFT technique, indicates the accuracy of this limit. The 
fluorescent antibodies observed by TAINTURIER et al. (1981a) in the serum of two artificially 
infected pony stallions at 1:5 and 1:10 serum dilution factors were also considered as negative 

reactions. 

The agglutination reactions observed with the SAT and HT techniques in the serum dilution 
factors should also be considered as negative in view of the international literature. 
After serological studies, BENSON et al. (1978) and DAWSON et al. (1978) considered 
agglutination reactions with the SAT technique as positive from a serum dilution factor of 1 :80. 
MACMILLAN and KIDD (1986) found similar agglutination reactions in horse sera, without 
the animals having been in known contact with CEM. 86% of the sera tested reacted, 19% of 
which at serum dilutions of 1 :40 and over. These positive reactions could not be increased with 
the Coombs test and proved to be sensitive to 2-mercapto-ethanol. For these reasons, the 
positive agglutination reactions were attributed to non-specific IgM fixation. 
Although positive antibody detection were obtained with the CFT technique by PITRE et al. 
(1979) and with the PHA technique by SCHLOTER et al. (1990) in bacteriological positive 
stallions, no serum antibodies could be detected in the infection study conducted on both pony 
stallions, also using these serological detection methods. 



Post mortem study results 



In the post mortem bacteriological and immunohistological studies, T. equigenitalis could not 
be detected in the regional lymph nodes in culture or using immunohistological methods. 
Since studies of this kind had not been previously conducted on stallions, it is only possible to 
refer to the results obtained by ACLAND et al. (1983), which detected the CEM bactenum m 
the lymph nodes belonging to the genital tract of the mare using fluorescent serological means 
and thus deduced the basis for the serological reaction of the mare. 

The negative bacteriology studies of the kidney, pelvis of the kidney, ureter, epididymal 
body, vas deferens and bulbourethral glands could be substantiated by negative 

immunohistological results. 

to the cultures developed from the bladder, testicles, epid.dymal heads, epididymal tails of bod, 
pony stallions and in the ampullae of the vas deferens of pony stallion 1 and the prostate gland 
and semina! vestcle of pony stalhon 2, i, was possible to detec, isolated, soft Gram-negative 
baefflary or coccoid bactena morphologically indicating T. equigenitalis after the product™ of 
Oram preparations of uncertain colony material. Since the further culture of these bactena was 
no. successful and, in ,mmunohis«olog,c.l stud.es, positive results were only observed .n .he 
study of the testicles and seminal vesicle in pony s.al.ion 2, i. is only poss.ble to make 
assumptions on .he identify of .he bacteria detected microscopically in the above-mentioned 

taction to the possibility that the bactena observed actually consisted of Taylorella, which 
had colonised in the organs w«h uncenain bacteriological results a, a quantitatively very low 
level, in view of the literature, 0<her bacteria, spec.es should be included in d.fferen..al 

diagnosis considerations. 

According to MACKINTOSH (1981), other microaerophilic Gram negative soft bac.lh or 
coccoid bacteria, such as the haemophilus, neisseria, branhamel.a and bordetella species, should 
be Uken in«o consideration in differential diagnosis. However, the above-mentioned types were 
piously only very rarely isolated from mare, In spite of its Gram negative staining action 
the species found ,n genital trac, mucous membranes of stallions, Moraxella uretivalis, ,s we. 
distinguished from T. equigeni«a.,s due to the chain or diploid arrangement observed 
microscopically. 



The positive post mortem pathogen detections in the entire urethra, the primary and secondary 
navicular fossae, glans and body of the penis show that, in the stallion, the external genitals are 
the first to be colonised. On the basis of the observations made in the pre- and post mortem 
bacteriological studies on the level of Taylorella colonisation, the primary and secondary 
navicular fossae are confirmed as the main colonisation site. The pathogen colonisation of the 
urethra, the external mucous membrane of the glans and the body of the penis takes place at a 
low quantitative level. 

The microscopic detection of soft Gram negative bacilli and coccoid bacteria in the post mortem 
bacteriological study of the testicles and the plated occurrence of specific fluorescence 
indicating fixation of rabbit immune serum and mAb TF HI 1 1E5 antibodies on antigen-beanng 
structures in the lumen of the epididymal duct with the IFF. technique imply, however, a low 
quantitative colonisation of the CEM pathogen in the testicles of pony stallion 2. 

Since morphological mod.ficat.ons were observed by LAP AN (1990) after the in vitro effect of 
extracts of 56 T. equigenitalis strains on Vero and Yl cells, cytotoxins formed by T. 
equigenitalis should be considered as the cause of the degenerative modifications on the germ 

epithelium. 

The fluorescence observed in the immunohistological pathogen detection in the semmal ve S1 cle 
at the same location when stimulated with green or ultraviolet light, which result from the 
fixation of antibodies of the rabbit immune serum and the mAb used, could be considered to 
confirm the suspected T. equigenitalis colonisation in the bacteriological study of this ancillary 
genital gland. The quantitative level of pathogen colonisation should be estimated as bemg very 
low, as in the testicles. 

However, the analysis of the literature gives several indications of a possible colonisation of the 
ancillary genital glands by T. equigenitalis. 

In studies on the virulence factors of the CEM pathogen by LAP AN (1990), it was poss.ble to 
detect the ability of D-Mannose-resistent adhesion in 41.3% of the 56 T. equigenitalis strams 
under study. The adhesion ability detected, which is present in a large number of pathogeny 
bacteria colonising the mucous membrane, should be considered in this context as the has* 
condition for colonisation of the genital mucous membranes by T. eqmgemtahs. 



A further indication is the anti-T. equigenitalis IgA activity detected by PARR (1990) with the 
ELISA technique in 98.8% of the pre-seminal fluid samples studied. This may result from the 
colonisation of the mucous membranes of the genital tract by T. equigenitalis. 

The literature only contains results from post mortem bacteriological studies by PLATT et al. 
(1978) on a pony stallion sacrificed on the 22"' d.p.inf. The authors isolated the CEM bactenum 
in the distal urethra, the primary navicular fossa and the prepuce and concluded from their 
results, that ascendant Taylorella infection had not taken place. 

In the anatomicopathological study of the organs removed from both pony stallions, no 
pathological modification, were observed on the external and internal sections of the genxtal 
tract or on the parts of the urinary tract. In the histopathologic^ study of the organs of the 
above-mentioned organ systems in pony stallion 1 also, no indications of inflammatory 

modifications were observed. 

These results are consistent with those of PLATT et al. (1978) on a pony stallion infected with 
T. equigenitalis and sacrificed on the 22« d d.p.inf. The authors only described mild non-specific 
testicular degeneration. 

Unlike the results of the histopathologic^ studies on pony stallion 1, in similar studies on the 
second pony stallion, divergent results were obtained in the testicles, epididymises, semmal 
vesicles in the region of the urethra and the secondary navicular fossa. The isolated giant cells 
detected histopathologic^ in pony stallion 2 in the testicles should be viewed in relation to the 

decreased sperm production observed. 

According to SEFFNER (1986) and SCHULZ (1991), giant cells develop in the event of sperm 
production disorders under the effect of various harmful substances as a result of meiosis 
disorders with the formation of hyperploid giant cells. Bacteria could represent one of these 

etiological factors. 

Therefore, the partially sperm-free epididymal ducts should be considered as the consequence of 

lower sperm production. 

The histopathologic^ modifications detected in the second pony stallion in the seminal ve S1 cles, 
subethelial in the region of the urethra and the secondary navicular fossae in the form of local 
lymphohistiocytic infiltrates in the interstitium of the glands indicate that the local immune 

system has encountered an antigen. 



However, since T. equigenitalis could only be detected immunohistologically in the seminal 
vesicle and in the testicles, the probability that the CEM bacterium is responsible for the 
modifications in both these organs is slim. 

Immune serum production in rabbits 

With the antigen used for immunisation in conjunction with the adjuvant applied, it was 
possible to induce a high serum antibody titre in all three immunised rabbits. 
In the SAT specificity test, the undiluted pooled serum only agglutinated with Actmobacllus 
equuli In spite of this, it was noted in the immunohistological study of the navicular fossae with 
the double labelling technique, that under FITC stimulation, both bacillary bacteria and cocci 
reacted while under rhodamine stimulation, only bacilli produced fluorescence. This 
observation implies a non-specific reaction of the immune serum with the TFT technique with 
coccal bacteria. Since these bacteria were not detected by the mAb used but the mAb reacted 
with the use of culture material both with bacillary and coccoid forms of T. equigenitalis, it can 
be concluded that the cocci detected by the rabbit immune serum are coccoid forms of T. 

equigenitalis. . 
Various results are contained in the literature on cross-reactions of immune sera produced m 
rabbits against T. equigenitalis, which are discussed in relation to the specificity of the mAb. 

Anti-T. equigenitalis mAb characterisation results 

The mAb directed against T. equigenitalis (except for TF II 8D4) detect, with the Western blot 
technique after separation in SDS-PAGE under non-reducing conditions, proteins with a relative 
molecular weight of 13, 22, 35, 47, 56, 70 and 117 kD of the Taylorella strain used for 
immunisation. 2 proteins in the region of 70 and 1 17 kD and 47 and 70 kD were detected by the 
mAb TF m 1 1B5 and TF III 3G3, respectively. 

The results contained in the literature on immunogenic external membrane proteins are 
essentially based on studies using polyclonal rabbit immune sera and sera from infected horses. 



LAP AN (1990) detected different immunogenic proteins in the molecular weight region of 14 to 
130 kD in all of the 56 T. equigenitalis strains studied with the Western blot technique, with a 
polyclonal rabbit serum in SDS-PAGE under reducing conditions. However, since the author 
does not give any molecular weights of the individual proteins detected by the immune serum, it 
is only possible to compare with the individual results using estimations. Accordingly, 14, 22, 
39, 43, 45, 48, 53, 57 and 130 kD proteins were detected by the rabbit serum. 
SUGIMOTO et al. (1988) isolated the external membrane of T. equigenitalis and detected the 
main proteins in SDS-PAGE under non-reducing conditions with a molecular weight of 15, 27, 
33, 41, 48 and 50 kD. The authors were able to detect using the Western blot technique a 
specific reaction of the 41 kD protein for T. equigenitalis infection, by comparing the reaction 
of mare sera, which were sampled before and after the T. equigenitalis infection. 

Since native antigen material was used with the ELISA technique, the antibody-producing 
hybridoma cells were selected with respect to the ability of the murine antibodies to detect 
immunogenic T. equigenitalis surface structures. Using the mAb TF III 1 1E5 and TF I 10D5, it 
was succeeded in detecting differences of the antigen structure of different T. equigenitalis 
isolates for the first time. The mAb TF III 11E5 did not react with the Taylorella strain 1/3 
belonging to the DNA Fingerprint group I according to LAP AN (1990) with the ELISA 
technique, while all the other strains under study were only detected with insignificant 
quantitative differences in the extinction measured by the antibody. In addition, the Taylorella 
strain BW/26 was also not detected with the ELISA technique by the mAb TF I 10D5. The mAb 
TF I 10D5 detected the remaining T. equigenitalis isolates under test, but significant differences 
in the extinctions measured were recorded. 

The other 6 mAb selected bonded with all the Taylorella strains under test, but some very 
marked differences were observed in the extinctions measured. Since equal quantities of antigen 
and antibody were used in the test system applied, these differences indicate both quantitative 
and qualitative differences in the composition of the epitopes detected by the mAb. The 
quantitative difference between the T. equigenitalis isolates could lie in a quantitatively 
different expression of certain epitopes, while qualitative differences would be attributable to a 
different affinity of the mAb for the epitopes of the individual T. equigenitalis strains under 
study detected. 



In the literature available, no data is given on similar previous studies with mAb. 
In comparative studies by LAPAN (1990), 56 T. equigenitalis strains were compared using 
SDS-PAGE with respect to their protein pattern. None of the strains studied showed qualitative 
or quantitative differences in the protein pattern. 

In previous immunological studies on the antigen composition of the CEM pathogen, only 
polyclonal rabbit immune sera, which did not enable the detection of any immunological 
differences between the Taylorella strains under test with the SAT and co-agglutination 
techniques, were used (TAYLOR et al. 1978, KITZROW et al. 1979, DABERNAT et al. 1980b, 
MAZUROWA 1 985 , KAMADA et al. 1987, SELBITZ et al. 1 987). 

With the IFT technique, TER LAAK and WAGENAARS (1990) observed no serological 
differences in any of the 20 T. equigenitalis strains under study using a goat immune serum. 
CORBEL and BREWER (1982) detected 11 precipitating antigens with protein characteristics 
with polyclonal rabbit immune serum on ultrasound and phenol extracts of 5 T. equigenitalis 
strains with the immunoelectrophoresis technique, with no detectable differences between the 
isolates used. 

LAPAN (1990) was also unsuccessful in detecting differences in the antigenic structure of 56 
isolates with an immune serum produced in rabbits with the Immunoblot technique. 
On the basis of the ELISA reaction of the mAb with the representatives of the genome groups 
detected according to LAPAN (1990), no relationship between the genome group and mAb 
reaction has been previously demonstrated. The question in relation to the extent to which the 
different reactions of the selected mAb with the T. equigenitalis isolates under test could be 
attributed to the division of T. equigenitalis strains in different antigen groups remains open. In 
order to test the possibility of the use of the mAb as an epidemiological marker, it is necessary 
to test their reaction with a larger number of T. equigenitalis strains. 

The non-existent reaction of the mAb TF II 8D4 with the Immunoblot technique may have 
various causes, which must be determined in further studies. One of the possible causes would 
be that this mAb detects a discontinuous epitope, i.e. an epitope on the cell membrane surface, 
which loses its antigenic properties after the denaturing treatment of the bacterial cells with SDS 
due to the destruction of the tertiary structure. A further possibility would be that this antibody 
is directed against lipopolysaccharides (LPS) which are strongly represented in the cell walls of 
Gram negative bacteria. 

Studies by CORBEL and BREWER (1982) and SIGOMOTO et al. (1988) demonstrated that 
LPS are involved in the immune reaction produced by T. equigenitalis. CORBEL and 



BREWER (1982) detected an LPS protein antigen and a polysaccharide antigen with a rabbit 
serum. SUGIMOTO et al. (1988) detected an immunogenic LPS located in the external 
membrane and also an immunogenic non-LPS-component with the cross- 
immunoelectrophoresis technique with sera from infected mares, corresponding, in the opinion 
of the authors, to the components detected by CORBEL and BREWER (1982). 
In the clarification of possible cross-reactions of the 8 different mAb selected with 
representatives of various bacterial species, no specific immunological reactions occurred with 
the ELISA technique, whereby it is impossible to make a statement on the antigenic properties 
of T. equigenitalis with Streptococcus equi or Streptococcus zooepidemicus due to the non- 
specific fixation of the POD conjugate used by the latter bacterial species. 
In the literature, various authors repeatedly report on cross-reactions of immune sera produced 
against T. equigenitalis with a wide variety of bacteria, or it is concluded, due to the 
immunological reactions of human and bovine sera with T. equigenitalis, that the CEM 
pathogen and other bacteria present in the human or bovine genital tract have common antigenic 
properties. 

TAYLOR et al. (1978) detected cross-reactions with Brucella abortus, Pasteurella multocida, 
Haemophilus influenzae, Yersinia pseudotuberculosis and Yersinia enterocolitica with a rabbit 
immune serum with the tube agglutination technique at a serum dilution factor of 1:10 to 1:20. 
The serum also reacted with the RAT technique undiluted with Moraxella osloensis (NCTC 
10465) and Actinobacillus species (NCTC 10803) or up to a 1:2 dilution with Haemophilus 
influenzaemurium (NCTC 11135), Neisseria elongata subspecies glycolytica (NCTC 11050) 
and Pasteurella pneumotropica (NCTC 10609). NEILL et al. (1984) described agglutinations of 
an undiluted rabbit immune serum with Actinobacillus species (NCTC 10803) and 
Acinetobacter lwoffi. a bacterium, which, according to VAISSAIRE et al. (1987) belongs to the 
normal saprophytic flora of the stallion. 



After the adsorption of antibodies from a rabbit hyperimmune serum by the protein A positive 
staphylococcus strain Cowan I, KTTZROW et al. (1979) observed a weak reaction with 
Haemophilus suis with the co-agglutination technique. 

On the other hand, DABERNAT et al. (1980b), TAINTURIER ET AL. (1981c), MAZUROWA 
(1985) and SELBITZ et al. (1987) did not detect any cross-reactions of the immune sera they 
produced in rabbits with other bacterial species. 

The mAb reaction with the IFT technique showed the ability of all mAb to react with T. 
equigenitalis at different intensities with this detection method. The mAb TF II 8D4 and TF III 
1 1B5 have emerged as being particularly suitable for use in IFT. 

The establishment of hybridoma cells, producing mAb directed against Taylorella equigenitalis, 
opens up new paths in research on the epidemiology of this equine genital disease. Smce the 
mAb TF II 8D4 and TF III 11B5 detect all the Taylorella strains under test with the ELISA 
technique, did not show any cross-reactions with previously tested bacterial species and these 
antibodies are able to react with the IFT technique, it is possible to establish a rapid test based 
on IFT to study smears of genital swabs and genital secretions of stallions and mares for T. 
equigemtalis. In addition, these mAb could be used with the IFT technique to identify uncertain 
culture material which, as the infection study conducted also demonstrated, results in difficult 
diagnosis in the event of asymptomatic T. equigenitalis carriers. For this, the identification of 
the antigemc determinants of the CEM bacterium detected by the mAb TF II 8D4 would be 
required. 

TER LAAK et al. (1989) and TER LAAK and WAAGENAARS (1990) already used a 
hyperimmune serum developed in goats to identify T. equigenitalis cultures, which self- 
agglutinated under specific culture conditions. This methods to identify uncertain bacteria could 

be more specific with the use of mAb. 

In order to obtain a more accurate profile of the specificity of mAb produced within the scopeof 
this study further comparative studies with bacterial species that have not been tested to date, 
which were described as cross-reactive in the literature, should be conducted. In this context, the 
study of possible common antigenic properties of T. equigenitalis with bactena of the 
physiological genital flora of stallions and mares according to their bacteriological culture 
would be of interest. 



Furthermore, studies on common antigenic properties of T. equigenitalis with pathogenic and 
opportunistic bacterial species colonising the male genital tract, which are considered as the 
cause of the reaction of T. equigenitalis with human serum, would be possible. 



Conclusions 



In infection studies with Shetland ponies, it was possible to demonstrate the sexual 
transmissibility of Taylorella equigenitalis, wherein the CEM bacterium was transmitted from a 
pony mare to a pony stallion and from a pony stallion to a pony mare. 

Since in the bacteriological studies of genital swabs, it was not possible to determine any site in 
the external stallion genitals, from which the pathogen can be reflated in a reproduce 
manner, in order to obtain a high accuracy of detection in the stallion, swabs from the body of 
the penis/the primary and secondary navicular fossae, the urethra, P re-seminal fluid and 
ejaculum should be studied. 

However since, in all the bacteriological studies conducted in 2 pony stallions, T. equigenitalis 
was most frequently isolated from the navicular fossa swabs and in the post mortem 
bacteriological studies of the urinary and genital organs of both pony stallions and m the 
.mmunohistological study of organ sections from pony stallion 2, the highest Taylorella 
concentration was found in the primary and secondary navicular fossae of the stalhons, the 
. primary and secondary navicular fossae can be considered as the main Taylorella eqmgemtalis 
colonisation site in the male genital tract, equivalent to the clitoral sinus in the mare. 

The sudden positive pathogen detections in pony stallion 2 after the intensive semen elimination 
training give grounds for the assumption that infected mating stallions, which gave negaUve 
results in stud hygiene studies before the beginning of the mating season, may suddenly transnnt 
the pathogen massively as a result of sexual activity in the mating season. 



The time required for the primary isolation of T. equigenitalis which varies between 2 and 9 
days according to colony size in this infection study, which was associated with a further few 
days for subculture and to ensure the diagnosis, results in a clear pathogen detection time. 
Since in the stallion, it is first of all necessary to account for the development of the slow- 
growth small colony type in asymptomatic T. equigenitalis carriers, blood agar dishes should be 
incubated for at least 10 days to detect Taylorella in suspect stallions to avoid false negative 
results. 

Using the immunohistological study of organ and tissue sections from pony stallion 2, it was 
possible to confirm the suspicion expressed in the post mortem bacteriological study with 
respect to the T. equigenitalis colonisation in the testicles and semen vesicles. Since this antigen 
detection method confirmed the assumption expressed repeatedly in the literature on the 
possibility of T. equigenitalis colonisation in the internal genital organs of the stallion for the 
first time, the question as to whether this colonisation of the CEM pathogen generally took 
place in the stallion needs to be answered. 

Since no specific antibodies could be detected using the SAT, HT, CFT, PHA and IFT 
techniques in either of the infected pony stallions during the course of the infection study, 
serological studies on T. equigenitalis antibodies should be considered unsuitable to detect 
Taylorella infection in stallions. 

The results of the haematological studies in both infected pony stallions underline the local and 
asymptomatic nature of T. equigenitalis infection in the stallion. 

This statement should also be taken into consideration in relation to the unclear results of the 
anatomicopathological studies conducted post mortem in both horses. 

The lymphohistiocytic infiltrates that could be detected interstitially in the seminal vesicle, and 
subepithelially in the urethra and secondary navicular fossa in the histopathological study of the 
genitals and the decreased sperm production observed in the testicles could be considered as a 
result of the effect of Taylorella equigenitalis or the cytotoxins produced by this species. With 
the sperm production disorder observed, fertility disorders in stallions as a result of Taylorella 
infection should be studied further. 



However, since the histopathologic^ studies of the genital organs of both pony stallions did not 
give a uniform picture, further studies are required with respect to the effect of the CEM 
pathogen on the genital organs of stallions. 

The fact that the mAb TF II 8D4 and TF HI 11B5 detect all Taylorella isolates tested to date 
with the ELISA technique and also react with the IFT technique, the use of these two mAb in a 
rapid IFT test to study smears of genital swabs and genital secretions and suspect colony 
material for Taylorella equigenitalis would appear to be reasonable. 

The possibility to use the mAb as an epidemiological marker to divide T. equigenitalis isolates 
into antigen groups on the basis of the different reaction patterns with the mAb should be 
verified by testing the reaction of the selected mAb with a larger number of T. equigenitalis 

strains. 

Using the mAb, it was not possible to detect any common antigenic determinants of 12 different 
T. equigenitalis isolates and 21 other bacterial species with the ELISA technique. This result 
indicates the specificity of the mAb directed against T. equigenitalis. However, before the 
recommended mAb are used with the IFT technique to detect T. equigenitalis, further studies on 
cross-reactions with bacteria in the physiological genital flora of stallions and mares should be 
conducted. 



7. Summary 



The purpose of this work was to study the progression and effects of T. equigenitalis infection 
and the colonisation sides of the CEM bacterium in the stallion. 

To resolve this question, intra vitam bacteriological, clinical, serological and haematological 
studies were conducted on two artificially infected Shetland pony stallions. A post mortem 
anatomicopathological and histopathological study of the urinary and genital organs and the 
regional lymph nodes was conducted with respect to modifications induced by T. equigenitalis, 
along with pathogen detection in culture. The organs removed from one stallion also underwent 
immunohistological pathogen detection using a hyperimmune serum produced in rabbits and 
monoclonal antibodies directed against T. equigenitalis. The hyperimmune serum and the 
monoclonal antibodies were also tested with respect to their specificity using 12 T. equigenitalis 
isolates and 23 other bacterial species. 

In the infection study, no clinical symptoms related to T. equigenitalis occurred. In the 
serological studies, no T. equigenitalis-specific antibodies were detected in the SAT, HT, PHA, 
CFT and IFT. Similarly, the results of the haematological studies did not allow any conclusions 
as to the confrontation of the infected pony's body's cell defence system with the CEM 
bacterium. In the bacteriological studies, the primary and secondary navicular fossae were 
established as the main T. equigenitalis colonisation site in the stallion. 

In the immunohistological study, T. equigenitalis was detected in the seminal vesicles and 
testicles of a pony stallion with the IFT double labelling technique. 

With monoclonal antibodies directed against T. equigenitalis, it was possible to detect, for the 
first time, differences in the antigenic structure of representatives of the T. equigenitalis species 
and to open up new paths in research on the epidemiology of this equine genital disease. The 
monoclonal antibodies make it possible to speed up CEM diagnosis and increase the level of 
accuracy of detection. 
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Referat: 

An zwei mit Taylorella equigenitalis infizierten Shetlandponyhengsten wurden der 
Verlauf der Erregerausscheidung, die lokale Ansiedlung des Erregers im ausseren 
Genitaltrakt sowie die hamatologische und humorale Reaktion des Organismus 
untersucht. Postmortal erfolgten pathologisch-anatomische, pathohistologische, 
bakteriologische und immunhistologische Untersuchungen der Organe des Harn- 
und Geschlechtsapparates. 

Der Herstellung von gegen Taylorella equigenitalis gerichteten monoklonalen Anti- 
korpem schloB sich deren Charakterisierung und Untersuchung hinsichtlich ihrer 
Spezifitat an. 

Die Taylorella-equigenitalis-Infektion ruft beim Hengst weder klinischen Veran- 
derungen noch infektionsbedingte Abweichungen im roten and weiBen Blutbild 
hervor. Spezifische gegen den Erreger gerichtete humorale Antikorper treten beim 
Hengst im Verlaufe der Infektion nicht auf. Als Hauptkolonisationsort beim Hengst 
wurden die primare und die sekundaren Eichelgruben ermirtelt. Im Verlaufe der 
Erregerpersistenz treten Veranderungen hinsichtlich der Wachstumsgeschwindig- 
keit auf. Postmortale pathohistologische, immunhistologische und bakteriologische 
Untersuchungen weisen auf eine Erregeransiedlung in Hoden und Samenblasen hin. 
Die entwickelten monoklonalen Antikorper reagierten spezifisch mit Taylorella 
equigenitalis und lieBen. erstmalig Unterschiede in der Antigenstruktur des CEM- 
Erregers erkennen. Sie zeigen keine Kreuzreaktionen mit anderen Bakterien- 
spezies. 
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1. Einleitung 



Im Jahre 1976 wurde das erste Mai uber eine bislang unbekannte infektiose Geni- 
talerkrankung bei Vollblutpferden in Irland berichtet, als deren Erreger jedoch zu- 
nachst irrtumlicherweise Proteus mirabilis angesehen wurde (O'DRISCOLL 1977). 
Bereits im darauffolgenden Jahr traten in englischen Vollblutzuchten weitere Aus- 
bruche dieser neuartigen venerischen Erkxankung auf, in deren Verlauf durch 
PLATT et al. (1977) das ursachliche Agens, Taylorella equigenitalis, isoliert wer- 
den konnte. 

TAYLOR et al. (1978) schlugen auf der Grundlage der von ihnen durchgefiihrten 
morphologischen, biochemischen, serologischen und genetischen Untersuchungen 
vor, das gramnegative, unbewegliche kokkoide Stabchen unter dem Namen Hae- 
mophilus equigenitalis der Gattung Haemophilus als neue Spezies zuzuordnen. 
Da aberdem Erreger der CEM wesentliche Merkmale des Genus Haemophilus feh- 
len (Kohlenhydratfermentation, X- und V-Faktorabhangigkeit, Nitratreduktion), 
wurde dieser Vorschlag nie offiziell bestatigt (ZINNEMANN 1980, ANONYM 
1982b). 

SUGIMOTO et al. (1982, 1983a,b) demonstrierten in gaschromatographischen 
Analysen, in der Ermittlung des Guanin-Cytosin-Verhaltnisses der DNA und mit 
der DNA-DNA-Hybridisationstechnik das Fehlen jeglicher verwandschaftlicher Be- 
ziehungen von T. equigenitalis zu den Gattungen Haemophilus, Brucella, Borde- 
tella, Moraxella und Pasteurella. 

Aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen schluBfolgerad schlugen SUGIMOTO 
et al. (1983 a) die Schaffiing eines neuen Genus Taylorella gen. no v. vor, das mit 
Taylorella equigenitalis comb. nov. nur eine Spezies enthalt. 

Im Jahre 1984 w^rde der Erreger der CEM der Anregung von SUGIMOTO et al. 
(1983a) folgend mit der derzeit gultigen taxonomischen Bezeichnung Taylorella 
equigenitalis versehen (ANONYM 1984, MOORE et al. 1985). 
Die in den Jahren nach 1977 weltweit in Pferdezuchten aufgetretene spezifische 
Genitalerkrankung der Equiden wurde 1983 auf der 21. Generalversammlung des 
O.I.E. in die Liste B der meldepflichtigen Tierseuchen aufgenommen und ist in der 
Bundesrepublik Deutschland eine meldepflichtige Tierseuche (ANONYM 1983, 
MULLER und KUHLER 1985). 

Diese nach BLAHA (1990) zu den faktorenbeeinfluOten bakteriellen Infektions- 
.krankheiten gehorende lokale Infektion des Genitalapparates des Pferdes verur- 
sachte in der englischen Vollblutzucht im ersten Jahr des Erregernachweises 



einen auf 30 Mio. US-Dollar geschatzten finanziellen Verlust, der u.a. auch aus der 
in Folge des Ausbruches um 40 % gesunkenen Fertilitatsrate resultierte (DAY et 
al. 1979, KNOWLES et al. 1978). 

Obwohl sich inzwischen gezeigt hat, daB bei Einhaltung anerkannter Regeln der 
Diagnostik, Therapie und Prophylaxe groBere Schaden in der Praxis vermieden 
werden konnen, muB immer mit dem Auftreten moglicher Taylorella-equigenitaJis- 
Infektionen gerechnet werden, wie Erregernachweise in den vergangenen Jahren in 
Baden- Wurttemberg und 1992 in Thiiringen zeigten (ANONYM 1991, 
BOCKLISCH, personh Mitt. 1992). 

2. Literaturiibersicht 
2.1. Vorkommen der CEM 

ODRISCOLL (1977) erwahnt zum erst en Mai 1976 eine bei irischen Vollblutstu- 
ten aufgetretene hochinfektiose und hochkontagiose Genitalinfektion, als deren Ur- 
sache er Proteus mirabilis ermittelt. 

Im Fruhjahr 1977 wurde eine in 29 Vollblutgestuten des Zuchtgebietes um New- 
market, England, klinisch und epidemiologisch gleichartig verlaufende Genitalin- 
fektion, in deren Verlauf 200 Stuten und 23 Hengste als Keimtrager ermittelt wer- 
den konnten, beobachtet (CROWHURST 1977, POWELL 1978, SIMONS und 
GIBSON 1978). 

PLATT et al. (1977) gelang es im Juli 1977 erstmals, den Erreger dieser neuartigen 
venerischen Erkrankung des Pferdes unter bis dahin in der zuchthygienischen Uber- 
wachung der Pferdezuchten unublichen mikroaerophilen Kultivierungsbedingungen 
zu isolieren. 

Obwohl der Erreger der CEM anschlieBend auch in Irland durch TIMONEY et al. 
(1977) und Frankreich durch PITRE et al. (1979) nachgewiesen wurde, traten in 
den europaischen Landern zunachst keine Beschrankungen fur den Ex- und Import 
von Zuchtpferden in Kraft, ein Umstand, der die Ausbreitung dieser Infektions- 
krankheit insbesondere in der Vollblutpferdezucht zweifelsohne begunstigte 
(LUCIANO COUSrNET 1981). Dagegen reagierten die USA, Kanada, Australien 
und Neuseeland mit strikten Importverboten fur zweijahrige und altere Pferde aus 
Irland, England und Frankreich, welches jedoch 1981 durch Ausnahmeregelungen 
(z.B. Klitorissinusektomie bei Stuten) nach der Intervention durch europaische 
Zuchtverbande und Veterinarbehorden gelockert wurde (POWELL 1978, 1981, 
EAGLESOM und GARCIA 1979, TAINTURIER et al. 1979, RICKETTS und 
WINGFDELD-DIGBY 1981, LUNING et al. 1983). 



Zunachst wurde der intensiv betriebene internationale Zuchttierhandel als die 
Hauptursache fur den plotzlichen Nachweis von Taylorella equigenitalis in den 
Pferdepopulationen auf alien Kontinenten angesehen (TIMONEY und POWELL 
1988). 

Doch schon ECKSTEIN et al. (1983) wiesen darauf hin, dal3 es sich bei den in der 
BRD isolierten Keime um bodenstandige Erreger handelte. Die Autoren stuften T. 
equigenitalis als fakultativ pathogenen Keim ein, der bereits lange Zeit vor seiner 
Entdeckung mit dem Genitaltrakt des Pferdes verge sell schaftet war. 
Epidemiologische Untersuchungen nach dem Nachweis des Erregers in der bran- 
denburgischen Landeszucht untermauerten die Vermutung, dafl neben der Ein- 
schleppung von T. equigenitalis durch den Zuchttierhandel auch die bisher uner- 
lcannte Persistenz des kausalen Agens in der Landeszucht fur den plotzlichen Nach- 
weis von T. equigenitalis in Frage kommt (SCHNELLER 1991). 
Einer Studie von TIMONEY und POWELL (1982) zufolge, die die Infektion eines 
Hengstfohlens in GroBbritannien auf das Jahr 1974, also 3 Jahre vor der Erstiso- 
lation von T. equigenitalis, zuriickdatierten, ist anzunehmen, daI3 der Erreger der 
CEM bereits lange Zeit vor den ersten Beschreibungen dieser Genitalerkrankung in 
der Pferdepopulation persistierte und zu Fruchtbarkeitsstorungen fuhrte. 
Im Zeitraum von 1978 bis 1982 wurden in der Bundesrepublik Deutschland nahezu 
5000 Proben auf T. equigenitalis untersucht, aus denen lediglich 1,2 % der 
unt'ersuchten Tiere (61 Stuten und 8 Hengste) als Keimtrager ermittelt werden 
konnten (ECKSTEIN et al. 1983). 

Ein ahnlich niedriger Keimtrageranteil existiert nach PAAR (1989) in der west- 
deutschen Hengstpopulation. In der bakteriologischen Untersuchung von Vorse- 
kretproben von 165 Hengsten vor Beginn der Decksaison 1988 wurdsn 2 Tiere als 
Trager T. equigenitalis ermittelt. 

Eine deutlich hohere Nachweisrate von T. equigenitalis bei Hengsten wurde dage- 
gen durch FLATSCHER et al. (1984) mit 18,1 % positiven Erregernachweisen bei 
298 untersuchten Tieren zwischen 1979 und 1983 erzielt. 

Nach Erhebungen durch FRERKING et al. (1988) liegt der Anteil der Keimtrager 
an der norddeutschen Warmblutstutenpopulation ebenfalls zwischen 1 bis 2 %, wo- 
bei diese Angaben nur Stuten mit Endometritisvorbericht umfassen. Da jedoch 
auch klinisch unauffallige Stuten Trager von T. equigenitalis sein kdnnen, rechnen 
die Autoren mit einer etwas hoheren Dunkelziffer. 

Die Tabelle 1 gibt Ubersicht uber den zeitlichen, weltweiten Nachweis der CEM. 



-4- 



Tab. 1 : Nachweis von Taylorella equigenitalis 



Nachweisjahr 


Land 


Autoren 


1977 


England 


CROWHURST(1977) 




Irland 


TIMONEYetal. (1977) 




Frankreich 


PITRE et al. (1979) 


1978 


USA 


SWERCZEK (1978a,b) 




BRD 


BLOBEL et al. (1978) 




Australien 


HUGHES et al. (1978) 




Belgien 


DEKEYSER et al. ( 1 987) - 


1980 


Italien 


CODAZZAetal. (1980) 




Japan 


SUGIMOTO et al. ( 1 980) 




Brasilien 


BREWER etal. (1980) 




Osterreich 


LORINetal. (1984) 


1981 


Jugoslawien 


MEHLEetal. (1984) 


1982 


Schweden 


ENGVALL et al. (1983) 




Danemark 


BREWER (1983) 


1983 


Thailand 


ANIMAL HEALTH YEARBOOK 1983 


1984 


CSSR 


MAZUROVA(1984) 




Kuwait 


ANIMAL HEALTH YEARBOOK 1984 


1985 


Norwegen 


ANIMAL HEALTH YEARBOOK 1985 




DDR 


SCHNELLER(1991) 




Libanon 


ANIMAL HEALTH YEARBOOK 1985 




Zaire 


ANIMAL HEALTH YEARBOOK 1985 


1987 


Niederlande 


TERLAAKetal. (1989) 


1988 


Schweiz 


ANIMAL HEALTH YEARBOOK 1988 


1990 


Bolivien 


ANIMAL HEALTH YEARBOOK 1990 




Guinea-Bissau 


ANIMAL HEALTH YEARBOOK 1990 



2.1,2. Wirtsspektrum 

Die kontagiose equine Metritis ist eine wechselseitig ubertragbare Infektionser- 
krankung des Pferdes (DEETZ und WTESNER 1982). 

Der Erreger,- Taylorella equigenitalis, konnte bisher aus dem Genitaltrakt von Voll- 
blutern, Halbbliitern, Trabern, Haflingem, Vertretern verschiedener Warmblut- 
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rassen und Ponys isoliert werden (PLATT et al. 1977, TIMONEY et al. 1977, 
FALES et al. 1979, MUMME und AHLSWEDE 1979, LIGNIERES 1980, 
O'BRIEN 1982, TER LAAK et al. 1989). 

Ausgehend von Restriktionsenzymanalysen des Genoms von Taylorella-equigenita- 
lis-Isolaten aus verschiedenen Kontinenten und von unterschiedlichen Pferderassen 
schlossen BLEUMINK-LUYM et al. (1990) dabei eine wechelseitige Ubertragung 
zwischen der Vollblut- und der Nichtvollblutpopulation aus. 

In experimentellen Untersuchungen an artifiziell infizierten Eselstuten konnten die 
gleichen klinischen Symptome wie bei Pferden sowie eine ahnliches Verhalten des 
Erregers hinsichtlich seiner Persistenz registriert werden (TIMONEY et al. 1979a, 
TIMONEY et al. 1985a). Obwohl Hinweise iiber natiirliche Infektionen beim Esel 
bisher fehlen, wird diese Spezies als potentielle Quelle von Infektionen auf 
Gestuten bei gemeinsamer Haltung angesehen. 

Aus negativ verlaufenen bakteriologischen Reisolationsversuchen nach der Inoku- 
lation von T. equigenitalis bei einer Farse, Jungsau und einem weiblichen Jungschaf 
wurde auf eine hohe Wirtsspezifitat des Erregers geschlossen (TIMONEY et al. 
1978f). 

In Untersuchungen an kleinen Labortieren fuhrte die intrauterine Inokulation von 
T. equigenitalis beim Kaninchen, Meerschweinchen und weiBen Mausen zu einer 
kurzzeitigen Erregerpersistenz ohne klinische Symptome (TIMONEY et al. 
1978a). 

Ein murines Infektionsmodell, das u.a. fur die in-vivo-Untersuchung der Effekti vi- 
tal von Chemotherapeuiika geeignet ist, entwickelten ARKO und WONG (1980) 
unter Verwendung subkutan implantierter poroser Polyethylenkammern, in denen 
TayloreUen iiber 30 Ta^e persistierten. 

Bei Infektionsversucher. an Katzen durch TIMONEY et al. (1984) konnten bei 50 
% der Versuchstiere Taylorellen bis zu 16 d.p.inf. reisoliert werden. 



2.1.3. Epidemiologische Rolle des Hengstes 

Der Hengst mufl als wichtigster Ubertrager von T. equigenitalis angesehen werden, 
da er, ohne selbst Krankheitssysmptome zu zeigen, den Erreger wahrend des Deck- 
aktes von unerkannten Tragerstuten aufnehmen und im Verlauf der Decksaison 
weitergeben kann (ANONYM 1979b, ANONYM 1981, DAVID et al. 1977, 
SCHLUTER et al. 1991). 



Dabei mufl aber der Deckakt mit einem infizierten Deckpartner nicht zwangslaufig 
zur Ubertragung von T. equigenitalis von der Stute auf den Hengst bzw. vom 
Hengst auf die Stute fiihren (CROWHURST et al. 1979, FLATSCHER et al. 
1984, SCHLUTER et al. 1991). 

Die Vermutung, daB eine Ubertragung des Erregers auf das Fohlen bereits im 
Uterus, wahrend oder nach der Geburt stattfinden und dem eine mehrjahrige Keim- 
persistenz folgen kann, wurde durch epidemiologische Untersuchungen von 
TIMONEY und POWELL (1982) bzw. TIMONEY und STRICKLAND (1982) 
bestatigt. Sie wiesen darauf hin, daB dabei insbesondere Hengstfohlen auf Grund 
der anatomischen Gegebenheiten einem erhohten Infektionsrisiko 'ausgesetzt sind. 
Die Infektion der Fohlen kann dabei durch den Kontakt der Urethraofihung mit 
den Fruchthullen oder dem Klitorisgebiet der Mutterstute beim Passieren des Ge- 
burtskanales erfolgen. Infektioser VaginalausfluB der Mutterstute stellt besonders 
fur das mannliche Fohlen eine Gefahr dar, da diese die Angewohnheit haben, den 
Penis teilweise auszuschachten, so daB dieser mit kontaminiertem Untergrund in 
Beriihrung kommen kann. Die Untersuchungen von TIMONEY und POWELL 
(1982) weisen auf ein Erregertragertum von bis zu 5 Jahren nach einer im Fohlen- 
alter erfolgten Infektion hin. 

SIMPSON und EATON-EVANS (1978) berichten uber die Isolation von T. equi- 
genitalis vom Penis eines Fohlens am 36. und 48. Lebenstag. 

Weiterhin wurde die Moglichkeit der Ubertragung des Erregers uber Probier- 
hengste, die infolge Kontakt ihres Nustern mit der Perinealregion von infizierten 
Stuten zur Verbreitung von T. equigenitalis beitragen konnen, diskutiert (DINGLE 
1977, BONJOUR und JOUBERT 1980). Die Rolle des Probierhengstes ist nach 
fehlgeschlagenen Ubertragungsversuchen durch TAINTUREER et al. (1981a) je- 
doch zu vernachlassigen. Hier gelang es nicht, den Erreger von den artifiziell 
kontaminierten Nustern eines Hengstes auf rossige Stuten zu ubertragen. 
ECKSTEIN (1983) konnte die Ubertragung von Frischsamen als weitere Moglich- 
keit der Weiterverbreitung von T. equigenitalis nachweisen, obwohl dessen unge- 
achtet die kunstliche Besamung bei Zusatz eines geeigneten Antibiotikums zum 
Sperma eine der wichtigen PraventivmaBnahmen zur Verhinderung der Taylorel- 
lenverbreitung bei moglichen Krankheitsausbruchen darstellt. 

Neben dem direkten Ubertragungsweg spielen bei der Weiterverbreitung des Erre- 
gers Manipulationen im Genitalbereich sowohl durch das Pflegepersonal als auch 
durch zuchthygienisch tatige Tierarzte eine nicht zu unterschatzende Rolle. Der 
Erreger kann dabei beispielsweise durch manuelle Unterstutzung des Hengstes 
beim Einflihren des Penis in die Vagina der zu deckenden Stute oder die Wasche 



von Deckhengsten am gleichen Ort ubertragen werden (DAVID et al. 1977, 
SWERCZEK 1978a, 1978b, TAINTURIER et al. 1979, LIGNIERES 1980). 
Nach der Infektion des Hengstes mit T. equigenitalis kommt es entweder zur Eli- 
mination des Erregers nach einer kurzen Keimtragerphase oder zur mehrmonatigen 
bis mehrjahrigen persistierenden Infektion (PLATT et al. 1978, BRAYNS und 
HENDRICK 1979, TIMONEY und POWELL 1982, SCHLUTERet al. 1991). 
Die Keimansiedlung ist dabei auf die auBeren Abschnitte des Geschlechtsapparates 
(Penis, Praputium, Fossa glandis der Glans penis, distale Urethra) beschrankt 
(PLATT et al. 1978, TIMONEY und POWELL 1988). 

Eine Besiedlung der inneren Genitalorgane des Hengstes bzw. des Harnapparates 
infolge einer aszendierenden Infektion mit T. equigenitalis konnte in Infektionsver- 
suchen mit Ponyhengsten durch PLATT et al. (1978) bei bakteriologischen Unter- 
suchungen an einem am 22. d.p. inf. euthanasierten Ponyhengst nicht nachge- 
wiesen werden. 

Trotzdem wird die Moglichkeit der Besiedlung der inneren Geschlechtsorgane des 
Hengstes durch SCHLUTER et al. (1991) im Zusammenhang mit Erregernach- 
weisen aus Sperma- und Vorsekretproben bei gleichzeitig negativ verlaufenen 
Untersuchungen von Tupferproben der auBeren Genitalien diskutiert. 

2.1.4, Bedeutung der physiologischen Genitalflora des Hengstes 

Die Interaktion der physiologisch im Genitaltrakt des Pferdes angesiedelten Bak- 
terienflora mit T. equigenitalis wurde durch verschiedene Autoren untersucht. 
SWERC2IEK (197?c) isolierte aus dem Reproduktionstrakt von Stuten und Heng- 
sten uber ein Dutzend verschiedener Bakterien, die in vitro einen Hemmhof gegen- 
uber T. equigenitalis erzeugten. Dieser vom Autor jedoch nicht weiter difFeren- 
zierten Normalflora wird eine groBe Bedeutung in der Unterdnickung und Eli- 
minierung von T. equigenitalis und anderen Pathogenen im Genitalapparat des 
Pferdes zugesprochen. 

Diese Saprophyten, aber auch potentiell pathogene Bakterien konnen sich jedoch 
insbesondere beim Nachweis streptomyzinsensitiver Taylorellenstamme infolge 
Uberwucherung von Taylorellenkolonien als Ursache falsch negativer Ergebnisse 
erweisen (SWERCZEK 1978c, VAISSAIRE et al. 1986). 

Uber eine in vitro beobachtete Hemmwirkung von Escherichia coli, (3-haemolysie- 
renden Streptokokken und Staphylococcus aureus auf das Wachstum von T. equi- 
genitalis berichten DOLAN et al. (1984). 



VAISSAIRE et al. (1987) fiihrten an 235 Sperma- und 228 Tupferproben von 
fertilen und infertilen Hengsten unterschiedlicher Pferderassen aus 12 Gestuten 
Untersuchungen zur Bedeutung der mikrobiellen Besiedlung der Genitalorgane des 
Hengstes durch. Die Autoren wiesen darauf hin, daB Probleme der Unfhichtbarkeit 
der Stute und der bakteriell bedingten Aborte auch im engen Zusammenhang mit 
der Kontamination des mannlichen Genitalapparates zu sehen sind. Die Tupfer- 
proben der auCeren Genitale der untersuchten Hengste waren mit banalen 
Saprophyten (Bacillus-, Staphylokokken- Enterokokken-, Pseudomonas-, Proteus- 
spezies, Hefen) sowie mit Erregern, die als potentielle Pathogene in der Reproduk- 
tion angesehen werden, wie z.B. Klebsiellen, Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus, Streptococcusspezies, Coiynebakterien, Moraxellen, stark kontaminiert. 
Lediglich 4 der untersuchten Spermaproben waren steril, andere enthielten Sapro- 
phyten oder fur das Genitale der Stute potentiell pathogene Keime. 
Die von den Autoren aus dem Hengstsperma isolierten Keime wurden wie in der 
Tabelle 2 ersichtlich eingeordnet. 



Tab. 2:Einordnung der aus Hengstsperma isolierten Bakterienspezies 



Potentiell pathogene Keime 


Saprophytare Keime 


Actinomyces pyogenes 


Moraxella urethralis 


Streptococcus equisimilis 


Aeromonas hydrophila 


Streptococcus zooepidemicus 


Enterobacter agglomerans 


Staphylococcus aureus 


Serratia liquefaciens 


Escherichia coli 


Serratia marcescens 


Klebsiella pneumoniae 


Staphylococcus epidermidis 


Taylorella equigenitalis 


Staphylococcus xylosus 1 




Staphylococcus xylosus 2 




Staphylococcus sciuri 




Staphylococcus hyicus 




Staphylococcus capitis 




Staphylococcus simulans 




Acinetobacter Iwoffi 




Citrobacter freudii 



Das Sperma von 12 Hengsten, aus dem T. equigenitalis isoliert wurde, erwies sich 
zusatzlich noch als stark kontaminiert mit potentiell pathogenen Keimen. Bei 30 % 
der positiven Ejakulate war eine Kombination von Streptococcus equisimilis, 



Streptococcus zooepidemicus und Staphylococcus aureus mit T. equigenitalis zu 
beobachten. In 41,6 % der positiven Spermaproben wurde gleichzeitig Klebsiella 
pneumoniae nachgewiesen. 

Die Autoren sehen ihre Ergebnisse als Bestatigung der Hypothese an, dafl chro- 
nische Trager von T. equigenitalis auch besonders empfanglich flir bakterielle und 
virale Infektionserreger sind. 

Diese Beobachtung.unterstreicht die Bedeutung einer guten Zuchtkondition von 
Stuten in der Deckperiode, die nur bei einer optimalen lokalen und allgemeinen 
Infektionsabwehr in der Lage sind, die vom Hengst wahrend des Koitus massiv 
ubertragenen Keime schnell zu eliminieren. 

Die vor und nach dem Deckakt ubliche prophylaktische Wasche des Penis mit anti- 
bakteriell wirksamen Substanzen kann dabei einen negativen Effekt auf die Nor- 
malflora des Hengstes besitzen. Opportunistische Pathogene wie T. equigenitalis, 
Klebsiellen oder Pseudomonaden erhalten bei einer Resistenz gegenuber dem 
verwendeten Chemotherapeutikum nach der Zerstorung der inhibitorisch wirken- 
den Normalflora die Moglichkeit zur verstarkten Kolonisation (SWERGZEK 
1978c, 1979b, ANDRESEN 1987). 

2.2. Erregercharakterisierung 
2.2.1, Morphologie 

Der Erreger der kontagiosen equinen Metritis ist ein anspruchs voiles gramnega- 
tives, zur bipolaren Anfarbung neigendes unbewegliches, sporen- und geiBelloses, 
nichtsaurefestes Bakterium, cessen Morphologie von kokkoiden Formen bis hin zu 
ausgepragten Stabchen variien. Die GroBe des Ba-kteriums wird mit 0,3-0,6 urn >; 
1-2 \xm angegeben. Gelegentlich beobachtete Filamente erreichten eine Lange von 
5-6 iim (TIMONEY et al. 1977, TAYLOR et al. 1978). 

WAD A et al. (1983) ermittelten lichtmikroskopisch die GroBe von T. equigenitalis 
mit Kapsel von 1-2 fim x 3-5 jam und elektronenmikroskopisch die GroBe den 
Erregers ohne Kapsel von 0,5-0,7 jim x 1-2 urn. 

HITCHCOCK et al. (1985) teilten T.-equigenitalis-KoIonien nach lichtmikrosko- 
pischen Untersuchungen phanotypisch nach ihrer Lichtdurchlassigkeit in einen 
lichtundurchlassigen Kolonietyp, einen transparenten Kolonietyp und einen Inter- 
mediartyp ein. Die Autoren wiesen elektronenmikrokopisch eine die Kolonie und 
den Agar uberdeckende, 13 run starke, unregelmaBige elektronendichte Schicht 
nach. In vergleichenden rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen groBer 
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und kleiner Kolonievarianten bestand das Zentrum der Kolonie der erstgenannten 
Variante in erster Linie aus kokkoiden Formen und die Peripherie aus Stabchen, 
wahrend in der kleinen Kolonievariante die kokkoide Bakterienform dominierte. 
Weiterhin wurde zwischen den Bakterien des intermediar lichtdurchlassigen Kolo- 
nietyps ein dichtes, unregelmaBiges Netzwerk interzellularer Faden beobachtet. 
Die elektronenmikroskopisch nachweisbaren Strukturen (AuBenmembran, dichte 
Intermediarschicht, -Zytoplasmamembran) von T. equigenitalis entsprechen denen 
anderen gramnegativer Bakterien. Zusatzlich besitzt das Bakterium eine 20 bis 30 
nm dicke, hitzelabile Kapsel (TAYLOR et al. 1978, SWANEY und BREESE 
1980). Die AuBenmembran setzt sich nach HITCHCOCK et ai: (1985) aus 3, die 
Zytoplasmamembran aus 2 elektronendichten Schichten zusammen. 
Die Koloniemorphologie von T. equigenitalis variiert stark in Abhangigkeit von 
den versvendeten Nahrboden, den Kultivierungsbedingungen und dem Infektions- 
stadium, in dem sich das infizierte Tier befindet 

TIMONEY et al. (1978d) berichteten von einer Veranderung der Morphologie in 
Abhangigkeit von der klinischen Situation experimentell infizierter Ponystuten, 
positive Erregernachweise in der latenten Phase der Infektion beinhalteten T. equi- 
genitalis mit einer hoheren Tendenz zur Pleomorphic. 

Das verwendete Kulturmedium und die Lange der Inkubation konnen ebenfalls 
einen EinfluB auf die Bakterienmorphologie besitzen (SWANEY und BREESE 
1980, TAINTURDER et al. 1981c, SAHU et al. 1982). 

Morphologische Unterschiede zwischen Bakterien von Ausstrichen von Bakterien- 
kulturen von EUGON-Kochblutagarplatten und in Gewebeschnitten aus dem 
Genitalapparat von Stuten nach Anfarbung mit der indirekten Immunfluoreszenz- 
technik beschreiben ACLAND et al. (1983). Die mittels EFT im Gewebeschnitt 
angefarbten Taylorellen waren langer und in ihrer GroBe einheitlicher als jene aus 
der Kultur. 

SWANEY und SAHU (1978) fuhrten vergleichende Untersuchungen des Wachs- 
tums des CEM-Erregers auf Pferdekochblutagar auf der Basis von Tryptose-Blut- 
agar-Basis (Difco Laboratories) und EUGONbroth (Baltimore Biological Labora- 
tories) durch. Auf Tryptoseagar waren die Kolonien nach 24 h auch bei ISfacher 
VergroBerung nicht sichtbar, sie besaBen nach 72stundiger Bebriitungszeit einen 
Durchmesser von weniger als 1 mm. Demgegenuber waren auf EUGON-Agar 
Kolonien bereits nach 24 h unter ISfacher VergroBerung sichtbar, sie erreichten 
nach 48 h einen Durchmesser von 1 mm und schlieBIich nach 72stundiger Bebrti- 
tungszeit einen Durchmesser von 1,5 mm. Nach dem Zusatz von 0,2 g Natriumsul- 
fit und 0,3 g L-Cystin pro Liter Agar zum Tryptoseagar waren Kolonien auch auf 



Tryptoseagar nach bereits 24 Stunden Bebriitungszeit unter 15facher Vergros- 
serung sichtbar. 

Die Kolonien von T. equigenitalis sind auf EUGON-Kochblutagar glanzend, rund, 
konvex sowie cremfarben bis braun und erreichen nach 6 Tagen Inkubationszeit bei 
37°C und 5 % C0 2 -Zusatz einen Durchmesser von 2-5 mm (SAHU und DARDIRI 
1980). 

SAHU (1980) unterscheidet nach 15tagiger Inkubationszeit von Zervixtupfer- 
proben und Exsudatausstrichen auf EUGON-Kochblutagar bei 37°C und 5 % C0 2 - 
Zusatz 3 verschiedene Koloniegrundtypen - den am haufigsten auftretenden glat- 
ten, konvexen, runden und glanzenden Typ mit einem Durchmesser von 5-7 mm 
am 15. Inkubationstag, den auf der Kolonieoberflache sandartig gekornten Kolo- 
nietyp mit einem Durchmesser von 5-7 mm am 15. Inkubationstag sowie einen mit 
geringer Haufigkeit zu beobachtenden sehr kleinen Kolonietyp mit einem Durch- 
messer von 0,15-0,2 mm im Durchmesser. Letzterer Kolonietyp wuchs auf 
Tryptosekochblutagar als konische, klare bzw. als flache und triibe oder als runde 
und triibe Variante. Nach mehreren Passagen auf EUGON-Kochblutagar wurde 
eine Transformation des sehr kleinen Kolonietypes beobachtet. Die Kolonien er- 
reichten nach 7 Tagen Bebriitungszeit einen Durchmesser von 0,75 mm und waren 
phanotypisch dem glatten Kolonietyp ahnlich. 

SAHU et al. (1982) unterscheiden nach 14tagiger Inkubationszeit auf EUGON- 
Kochblutagar bei 37°C und 5% C0 2 -Zusatz 4 verschiedene Kolonietypen - glatte, 
runde, konvexe Kolonien, sandartig gekornte, runde, flache Kolonien, Kolonien 
mit Ringbildung und Kolonien mit Blaschen. Auf Tryptosekochblutagar waren nur 
glatte, runde, konvexe Kolonien zu beobachten. 

KAMADA et al. (1987) beschrieben einen langsam wachsendexL kleinen, trans- 
parenten und einen schneU wachsenden, groBec, triiben Kolcnietyp, die jedoch 
keine biochemischen und antigenetischen Unterschiede aufwiesen. Wahrend der 5. 
Subkultivierung des kleinen Kolonietypes trat eine spontane Reversion vom kleinen 
zum groBen Kolonietyp nach dem 6. Inkubationstag auf. 

Das Auftreten eines groBen, virulenteren und eines kleinen, weniger virulenten 
Kolonietyps in Abhangigkeit von der Auspragung der klinischen Manifestation der 
Erkrankung bei Stuten beschreiben KANEMARU et al. (1988). 
SAHU und DARDIRI (1980) beobachteten nach 5 bis 7 Tagen Bebriitungszeit 
eine verspatete cc-Haemolyse auf Schafblutagar, ein Gelieren der Kolonien in Was- 
ser sowie eine Verschiebbarkeit der Kolonien auf der Agaroberflache mit Hilfe 
einer Ose. 



2.2.2. Tenazitat 



Auf Grund der hohen Nahrbodenanspriiche und des an ein sauerstoffarmes Milieu 
gebundenen Wachstums kann angenommen werden, dafi T. equigenitalis eine sehr 
geringe Tenazitat besitzt und deshalb ausserhalb des Genitalapparates des Pferdes 
nur kurze Zeit uberlebt (BLOBEL et al. 1979). 

Eine schnelle Abtotung von Taylorella equigenitalis erfolgt bei pH-Werten unter- 
halb von 4,5 (SAHU und DARDHU 1980). 

TIMONEY et al. (1979e) untersuchten die Thermolabilitat des CEM- Erregers, die 
bei Temperaturen uber 50°C stark zunimmt. Mit Erreichen dieser Temperatur- 
grenze fuhren bereits Einwirkzeiten von einer Minute zur vollstaifdigen Erregerin- 
aktivierung. Ausgehend von dieser Studie sehen die Autoren die ublichen Sterilisa- 
tionsprozeduren (Autoklavieren, etc.) als vollkommen effektiv zur Abtotung von 
T. equigenitalis an. 

T. equigenitalis ist ebenfalls sehr empfindlich gegenuber Sonnenlicht. Eine physio- 
logische Kochsalzldsung wirkt auf den Erreger der CEM bakterizid (ANONYM 
1979a). 

2.2.3. Biochemische Eigenschaften 

T. equigenitalis zeichnet sich durch eine starke Oxydase-, Katalase-, Phosphatase- 
und Phosphoamidaseaktivitat aus, wahrend in anderen der in der bakteriologischen 
Routinediagnostik angewandten biochemischen Tests eine weitestgehende 
Inaktivitat zu beobachten ist. Das Bakterium besitzt keine Urease, Gelatinase, 
Desoxyribonuklease^ Lipase, Dekarboxylase und ist ebenfalls nicht in der Lage, 
Kohlenhydrate zu fermentieren, Zitrat zu verwerten, Nitrate zu reduzieren, Indol 
bzw. H 2 S zu bilden. Mit Hilfe des APYZYM- Systems konnte lediglich eine 
Aktivitat der sauren und alkalischen Phosphatase, verschiedener Esterasen, einer 
Phosphoamidase und verschiedener Aminopeptidasen nachgewiesen werden 
(TIMONEY et al. 1977, TAYLOR et al. 1978, DABERNAT et al. 1980b, SAHU 
und DARDERJ, 1980, TAINTURIER et al. 1981c, KIKUCHI et al. 1982, 
SUGIMOTO et al. 1980, 1983a). 

Diese hinsichtlich der Zuckerfermentation weitestgehende biochemische Inaktivitat 
des Erregers resultiert aus dem sich auf den Zitronensaurezyklus und die oxydative 
Phosphorylierung beschrankenden Energiemetabolismus, wahrend zuckerab- 
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bauende Enzyme der Glykolyse und des Hexose-Pentose-Phosphatzyklus nicht 
nachgewiesen werden konnten (LINDMARK et al. 1982) 

Uber die Abhangigkeit vom X- und/oder V-Faktor liegen sehr unterschiedliche 
Untersuchungsergebnisse vor. TAYLOR et al. (1978) beobachteten zwar keine 
Abhangigkeit vom X- und/oder V-Faktor, jedoch einen wachstumsstimulierenden 
Effekt des X-Faktors, und schlugen deshalb auch in Hinsicht der von ihnen nachge- 
wiesenen Kreuzreaktionen eines Antitaylorellenimmunserums mit Haemophilus 
influenzae die Zuordnung des CEM-Erregers als neue Spezies des Genus Haemo- 
philus unter der Bezeichnung Haemophilus equigenitalis vor. 

SHREEVE (1978), KIRPAL und BISPING (1980) sowie SAHU und DARDIRI 
(1980) berichten ebenfalls uber eine wachstumsverstarkende Wirkung des X- 
Faktors (Haemin) bei der Kultivierung des Erregers auf Nahragar und schlossen 
daraus auf eine X-Faktorabhangigkeit. 

LUCIANO COUSINET (1981) wies bei T. equigenitalis Protoporphyrin und Por- 
phobilinogen nach und schluCfolgerte daraus die Abhangigkeit des Erregers vom 
V-Faktor. 

DABERNAT et al. (1980b), KIKUCHI et al. (1982) und SUGIMOTO et al. 
(1983 a) verneinten dagegen eine Stimulation des Taylorellenwachstums durch den 
Zusatz des X- und V-Faktors. 

Untersuchungen des Guanin- und Cytosingehalt der DNA von T. equigenitalis 
ergaben mit 36,1 % Guanin/Cytosin einen deuttich niedrigeren Wert als der im 
Bereich von 37-44 % liegende Guanin- und Cytosingehalt der Haemophilusarten 
(KILIAN 1976, TAYLOR et al. 1978, SUGIMOTO et al. 1983a). 
Mittels DNA-DNA-Hybridisationstechnik konnte zwar eine weitestgehende 
Homologie der DNA der verwendeten TayloreUenstamme ermittdi werden, ver- 
wandlschHaiiche Beziehung zu anderen der oben erwahnten Spezies waren jedoch 
nicht nachweisbar (SUGIMOTO et al. 1983). 

Der von BREWER und CORBEL (1983) durchgefuhrte Vergleich saure-phenol- 
loslicher Strukturproteine von T. equigenitalis mit Haemophilusspezies, Vertretern 
der Gattungen MoraxeUa und Pasteurella mittels Diskelektrophorese ergab das 
Fehlen verwandtschaftlicher Beziehungen zu T. equigenitalis und einheitliche Pro- 
teinmuster von Taylorellenisolaten. 

Vergleiche der Proteinmuster von Taylorellaisolaten mit der SDS-Gelelektropho- 
rese.zeigten ebenfalls eine einheitliche Proteinstruktur der durch LAP AN (1990) 
untersuchten 56 Stamme. 
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In Genomuntersuchungen von T. equigenitalis mit der Restriktionsenzymanalyse 
konnte die Existenz von 5 verschiedenen Verdauungsmustern nachgewiesen wer- 
den, ohne daO ein Zusammenhang dieser DNA-Gruppen mit anderen Eigenschaften 
erkennbar war (BLEUMINK-PLUYM et al. 1990, LAP AN 1990). 
Gaschromatographische Analysen der Fettsauremuster von 8 unterschiedlichen T- 
equigenitalis-Isolaten und Vertretem der Actinobacillus-Haemophilus-Pasteurella- 
Gruppe ergaben insbesondere im Gehalt der Ci6-Fettsauren (16:1, 16:0) und der 
Ci8-Fettsauren (18:2, 18:1, 18:0) eine einheitliche Zusammensetzung innerhalb der 
Taylorellenisolate bei deutlichen Unterschieden gegenuber Vertreten der Actino- 
bacillus-Haemophilus-Pasteurella-Gruppe (SUGIMOTO et al. 1982). 
In Auswertung vergleichender Untersuchungen verschiedener biochemischer und 
genetischer Parameter von T. equigenitalis und Vertretem der Gattungen Haemo- 
philus, Moraxella, Brucella, Legionella, Bordetella, Pasteurella, Francisella, Acti- 
nobacillus etc. wurde durch SUGIMOTO et al. (1983a) die taxonomische Neuzu- 
ordnung des Erregers zu einem eigenstandigen Genus, dem Genus Taylorella, vor- 
geschlagen. Die Anregung von SUGIMOTO et al. (1983a) wurde durch ROSSAU 
et al. (1985) nach vergleichenden Betrachtungen mittels DNA-rRNA-Hybridisation 
von Eigenschaften des Genus Moraxella mit denen von T. equigenitalis unterstiitzt. 

2.2.4. Virulenzfaktoren 

WIDDERS et al. (1985) demonstrierten mittels ELISA die Fahigkeit von T. equi- 
genitalis, Immunglobuline verschiedener Spezies (Pferd, Rind, Schaf, Schwein, 
Hund, Katze, Maus, Meerschwein und Mensch) nichtimmunogen an dessen Ober- 
flache zu binden. Die dabei nachweisbare maximale Bindung von equinem IgG so- 
wohl als Gesamtmolekul wie auch als Fc- bzw. Fab-Fragment sehen die Autoren 
als spezielle Adaptation des Erregers zur Verringerung seiner antigenen Wirkung 
auf das Immunsystem des Wirtes an. 

Die durch SWANEY und BREESE (1980) elektronenmikroskopisch nachgewie- 
sene Kapsel ist venmutlich auf Grund einer moglichen antiphagozytaren Wirkung 
wie die bereits o.g. Eigenschaft des Erregers fur die lange Persistenz von T. equi- 
genitalis im Genitaltrakt mit verantwortlich. 

BERTRAM et al. (1982,1983) konnten durch vergleichende Untersuchungen der 
Reaktion equiner neutrophiler Granulozyten gegenuber Escherichia coli und T. 
equigenitalis bei Anwesenheit von Samenplasma, UterusflQssigkeit oder CEM- 
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Antiserum eine verminderte Phagozytoseleistung der Granulozyten gegenuber T. 
equigenitalis feststellen. Im Vergleich eines niedertitrigen mit einem hochtitrigen 
Immunserum fuhrte der hohere Gehalt an Antikorpern zu einem Anstieg der Pha- 
gozytoseleistung der Granulozyten sowie zu einer Beschleunigung des intrazellu- 
laren Abbaus von T. equigenitalis, wahrend im Seminalplasma und in der Uterus- 
flussigkeit nachweisbares IgG und IgA diesen Effekt nicht bewirkte. Die herabge- 
setzte Phagozytosefahigkeit equiner neutrophiler Granulozyten konnte nach Mei- 
nung der Autoren aus Alterationen der Zellmembran nach Kontakt mit T. equigeni- 
talis resultieren. 

BERTRAM und JENSEN (1984) gelang es, aus der Zellmembran 2 chemisch ahn- 
liche, serologisch jedoch unterschiedlich reagierende Lipopolysaccharide, von 
denen eines die Phagozytoseaktivitat neutrophiler Granulozyten negativ beein- 
fluBte, zu isolieren. 

HITCHCOCK et al. (1985) vermuteten in den von ihnen in dem transparenten und 
lichtundurchlassigen Kolonietyp elektronenmikroskopisch nachgewiesenen extra- 
zellularen Material nichtproteinen Ursprungs ein wichtiges, das Abwehrsystem des 
Wirtes neutralisierendes Antigen. 

Diese dargestellten antiphagozytaren Eigenschaften von T. equigenitalis konnten 
eine Erklarung fur die in Vakzinationsversuchen gemachten Beobachtungen sein, in 
denen sich vakzinierte Ponystuten trotz hoher Serumantikorpertiter und im Uterus- 
sekret nachweisbarer lokaler Antikorper fur T. equigenitalis empfanglich erwiesen. 
Sie zeigten nach einer intrauterinen Infektion mit dem Erreger CEM-typische 
klinische Symptome, die sLch ledigiich durch eeringere Deuilichkeit von denen der 
nichtvakzinierten Kontrolltiere unterschieden (FERNIE et al. 1980, SAHU 1981, 
WTODERS et al. 1986). Gleichartige Beobachtungen wurden in Reinfektionsver- 
suchen gemacht, in denen reinfizierte Stuten in der Rega sehr milde khnische 
Symptome zeigten (TIMONEY et al. 1979c, SAHU et al. 1980). 
LAP AN (1990) uberprufte die Haftmechanismen von T. equigenitalis mit HeLa- 
Zellen in vitro und wies eine D-Mannose-resistente Adhasion nach. Die Fahigkeit 
des Erregers, Zytotoxine zu bilden, war bei alien der 56 untersuchten Stamme in 
unterschiedlichem AusmaCe vorhanden. 

Eine deutliche Steigerung der Virulenz des Erregers beim Vorhandensein von 
Sperma mit und ohne Spermaexpander demonstrierten TIMONEY et al. (1978c, 
1978d). in einem Infektionsversuch mit Ponystuten. Die in der Ausbildung deut- 
licherer klinischer Symptome resultierende Virulenzerhohung geht vermutlich aus 
der schnelleren Vermehrung von T. equigenitalis im Seminalplasma verglichen mit 
der im Uterussekret hervor (BERTRAM et al. 1983). 



Diese Eigenschaft des Seminalplasmas konnte mit dem im Bereich von 7,0 bis 7,7 
liegenden pH-Wert des Ejakulates in Zusammenhang gesehen werden, da dieser 
pH-Wert fur die Mehrzahl der vorhandenen Bakterien ein hervorragendes Milieu 
darstellt (VAISSAIRE et al. 1987). 

Eine Beziehung der KoloniegroBe von T. equigenitalis zur Virulenz des Erregers 
konnte in Infektionsversuchen mit Ponystuten nachgewiesen werden, in denen die 
Inokulation der groflen Kolonievarianten zur Ausbildung CEM-typischer klinischer 
Symptome fiihrte, wahrenddessen sich die kleine Kolonievariante als weniger viru- 
lent envies (KAMADA et al. 1987, KANEMARU et al. 1988). Die Abhangigkeit 
der Schwere der klinischen Symptome von der in vivo stattfindenden Transforma- 
tion des kleinen Kolonietypes in einen groBen Kolonietyp wurde von SAHU und 
WEBER (1982) in einem Infektionsversuch mit Ponystuten demonstriert. 
Trotz dieser Beobachtungen sind Virulenzunterschiede zwischen verschiedenen T- 
equigenitalis-Stammen bisher noch nicht registriert worden (TAINTURIER et al. 
1988a). 

Hinweise uber avirulente Stamme von T. equigenitalis liegen in der Literatur nicht 
vor. 

Trotz der bereits aufgefuhrten Erkenntnisse iiber Virulenzfaktoren von T. equigeni- 
talis bestehen noch zahlreiche offene Fragen hinsichtlich der zur Virulenzsteigerung 
im equinen Genitaltrakt fiihrenden Faktoren. Da der Erreger der CEM sowohl bei 
tragenden Stuten wahrend einer normal verlaufenen Graviditas wie auch aus abor- 
tierten Feten und deren Fruchthullen isoliert wurde, ist beispielsweise die Frage, ob 
eine zum Abort fuhrende Virulenzsteigerung wahrend der Trachtigkeit stattfinden 
kann, noch ungeklart (TIMONEY 1979, NAKASHIRO et al. 1981, TAINTURIER 
et al. 1982a, FONTUNE et al. 1989). 

2.2*5. Immunologic 

CORBEL und BREWER (1982) untersuchten die Ultraschall- bzw. Phenolextrakte 
von vier T.-equigenitalis-Stammen in der Immunelektrophorese mit polyvalenten 
Kaninchenseren und stellten bei den verwendeten Stammen einheitlich 11 
prazipitierende Antigene fest, von denen 2 hochmolekulare Antigene, ein Poly- 
saccharid und ein LPS-Protein-Komplex, an der Zelloberflache lokalisiert waren. 
Beide Oberflachenantigene wurden als bedeutsam fur die serologische Reaktion 
infizierter Pferde betrachtet und reagierten ebenfalls mit Seren gesunder Rinder. 
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Dieser LPS-Protein-Komplex steht in enger Verbindung mit Hauptpolypeptiden 
der Zelloberflache (CORBEL und BREWER 1983). 

SUGIMOTO et al. (1988) isolierten die AuBenmembran von T. equigenitalis und 
konnten mittels SDS-Gelelektrophorese Hauptproteinbanden mit einem Molekular- 
gewicht von 50, 48, 41, 33, 27 und 15 kdal nachweisen. Die drei untersuchten 
Stamme zeigten weder qualitative noch quantitative Unterschiede im Protein- 
muster. Beim Vergleich von Pferdeseren im Westernblot reagierten sowohl pra als 
auch post infectionem entnommene Seren mit Proteinen im Bereich von >200 bis 
29 kdal, jedoch nur postinfektionelle, in der indirekten Haemagglutination und 
Agglutination positive Seren mit einem 41-kdal-Protein. In der Kreuzimmunelek- 
trophorese mit SDS-Extrakten der Zellmembran stellten die Autoren zwei unter- 
schiedliche LPS-Antigene fest. 

LAP AN (1990) wies mit Hilfe eines polyvalenten Immunserums vom Kaninchen im 
Westernblot bei 56 Stammen einheitlich neun immunologisch wirkende Protein- 
banden im Molekulargewichtsbereich zwischen 130 und 14 kdal nach, ohne daC 
dabei ein negatives Kontrollserum unspezifische Reaktionen zeigte. 
Als Ursache fur den Nachweis von agglutinierenden und fluoreszierenden Antikor- 
pern im Serum von gesunden Menschen wie auch von Patienten mit einer nicht- 
gonokokkenbedingten Urethritis werden ebenfalls Antigenverwandtschaften von T. 
equigenitalis mit Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae und anderen 
Kommensalen und opportunistischen Pathogenen des menschlichen Genitaltraktes 
wie z.B. Moraxella- oder Acinetobacterspezies angesehen. Die Vermutung, daB 
serologische Reaktionen bei Menschen aus latenten Infektionen mit T. equigenitalis 
resultieren, konnte auf Grund von fehlenden Erregernachweisen und negativen 
Serumuntersuchungen bei Personen (Tierarzle), die im Zuchtgebiet von New 
Market (England) einen engen Kontakt mit inzlzierten Pferden hatxen, bisher rricht 
bestatigt werden (ANONYM 1978, SMITH und YOUNG 1978, TAYLOR und 
ROSENTHAL 1978a, 1978b, WILKINSON und RODIN 1978, TAYLOR et al. 
1979, CLAY und BURDON 1980, FUZI 1980, MARDH et al. 1980). 
Das Auftreten von agglutinierenden und prazipitierenden Antikorpern in bovinen 
Seren unabhangig vom Reproduktionsstatus der Tiere im Rahmen der Abortur- 
sachenuntersuchung und der Routineuntersuchung klinisch gesunder Tiere wird 
ebenfalls in Zusammenhang mit den bereits oben erwahnten Antigenverwandt- 
schaften gesehen, obwohl trotz nachgewiesener Reaktionen der beiden beschrie- 
benen Oberflachenantigene mit Seren gesunder Rinder keine serologischen Kreuz- 
reaktion mit Moraxella- und Acinetobacterspezies nachweisbar waren (CORBEL 
und BREWER 1980, 1982). 



Hinsichtlich des direkten Nachweises von Antigengemeinschaften zwischen T. 
equigenitalis und Vertretern der Gattungen Haemophilus, Brucella, Pasteurella, 
Yersinia, Klebsiella, Acinetobacter, Pseudomonas, Moraxella und Aeromonas mit 
Hyperimmunseren liegen sehr gegenteilige Untersuchungsergebnisse vor. 
Wahrend TAYLOR et al. (1978) mit einem im Kaninchen erzeugten Immunserum 
Kreuzreaktionen gegen Brucella abortus, Pasteurella multocida, Haemophilus 
influenzae, Yersinia pseudotuberculosis und Yersinia enterocolitica nachwiesen, 
traten diese Kreuzreaktionen bei gleichartigen Untersuchungen durch 
DABERNAT et al. (1980b) nicht auf. 

2.2.6. Empfindlichkeit gegeniiber Chemotherapeutika 

Die in-vitro-Wirkung verschiedener Chemotherapeutika auf eine Vielzahl von T.- 
equigenitalis-Isolaten wurde durch zahlreiche Autoren gepriift 
T. equigenitalis ist hochempfindlich gegeniiber den Makrolidantibiotika Erythromy- 
zin, Tylosin, Spiramyzin, Oleandomyzin, Katamyzin und Josamyzin, den Tetra- 
zyklinen Tetrazyklin, Chlortetrazyklin, Oxytetrazyklin und Minozyklin, den Peptid- 
antibiotika Bazitrazin, Colistin und Polymyxin B, den Penizillinen Ampizillin und 
Amoxizillin, den Aminoglykosiden Neomyzin, Kanamyzin, Furaziomyzin, Genta- 
myzin, Amikazin, Toburarnyzin, Spectomyzin und Aminodeoxykanamyzin, den 
Chloramphenikolen Chloramphenikol und Thiamphenikol, den Chephalosporinen 
Cephazolin, Cefalotin, Ceftiofur und Cefotetan, dem Pleuromutilin Tiamulin, dem 
Nitrofuran Furazolidon, dem phosphorylierten Polysaccharid Flavophospholipol 
sowie gegeniiber Novobiozin und Nalidixinsaure. Eine stammabhangige 
Empfindlichkeit besteht gegeniiber Penizillin G und Streptomyzin, wobei beim erst- 
genannten Antibiotikum eine hoch- bis mittelgradige Empfindlichkeit und beim 
letztgenannten entweder eine hochgradige Empfindlichkeit oder eine Resistenz 
besteht. Eine mafiige Empfindlichkeit besitzt der CEM-Erreger gegenuber Dicloxa- 
zillin und Lincomyzin. 

T. equigenitalis ist resistent gegen Clindamyzin, Sulfadimethoxin, Trimethoprim 
und Metronidazol (DABERNAT et al. 1980a,b, SUGIMOTO et al. 1981, 
KAMADA 1986, EGUCHI et al. 1988a, VAISSAJRE 1989, WYFFELS 1989) 
Die hochste in-vitro-Empfindlichkeit besitzt T. equigenitalis gegenuber dem 0- 
Lactam-Antibiotikum Cefataxim (TIMONEY et al. 1983). 

Hinsichtlich der Empfindlichkeit gegenuber Streptomyzin lassen sich die angeziich- 
teten Taylorellenisolate in streptomyzinresistente und streptomyzinempfindliche 
Stamme einteilen (SWERCZEK 1978a). 
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KAMADA et al. (1986) wiesen bei 4 streptomyzinsensitiven Starnmen eine mit der 
Anzahl der Passagen auf antibiotikafreien Nahrboden zunehmende Verringerung 
der Empfindlichkeit gegenuber Streptomyzin nach. Die zur Hemmung von T. 
equigenitalis notwendige Streptomyzinkonzentration stieg dabei von 12,5 ng/ml 
auf 200 ng/ml an. Ausgehend von ihren Untersuchungen schlossen die Autoren auf 
ein bei streptomyzinsensitiven Starnmen vorhandenes, bei der Subkultivierung aktiv 
werdendes Enzym zur Streptomyzininaktivierung. 

EGUCHI et al. (1988a) ermittelten im Agarverdunnungstest die Chemothera- 
peutikaempfindlichkeit yon 68 im Jahre 1985 isolierten T.-equigenitalis-Stammen 
und konnten, verglichen mit den Untersuchungen von SUGIMOTO et al. (1981), 
trotz des seit 1980 intensiven Einsatzes von Ampizillin in der CEM-Therapie keine 
Resistenzentwicklung nachweisen. 

Durch Ubereinstimmung beim Vergleich ihrer eigenen Untersuchungenergebnisse 
mit denen von SUGIMOTO et al. (1983a) kamen KAMADA et al. (1986) zu dem 
SchluB, daB T. equigenitalis keine fur die Antibiotikaresistenz von Bakterien 
verantwortlichen R-Plasmide besitzt Diese Vermutung wurde durch molekularbio- 
logische Untersuchung von LAP AN (1990) bestatigt. 

Demgegenuber wies SCHNELLER (1991) erstmalig eine Resistenz von T. equige- 
nitalis gegenuber Penizillin nach, die vermutlich aus dem haufigen Gebrauch diese 
Antibiotikums als Mittel der Wahl zur Bekampfung streptokokkenbedingter Endo- 
metritiden in der zuchthygienischen Praxis resultiert. 

SCHLATTER et al. (1991) beschrieben ebenfalls die Entwicklung von Resistenzen 
gegenuber Penizillin, Streptomyzin und Nitrofurantoin eines T.-equigenitalis-Stam- 
mes im Verlaufe einer intensiven antibiotischen Behandlung eines Zuchthengsies. 
Eine deutlich geringere in-vitro-Wirksamkeit von Ampizillin konnten TIMONEY 
et al. (1978c, 1978d) in einem Infektionsversuch mit Ponystuten nachweisen. Die 
Autoren mischten in ein aus gleichen Teilen Sperma und Samenexpander bestehen- 
dendes Gemisch Ampizillin bis zu einer Endkonzentration von 2,5 fig/ml zu und 
inokulierten dieses zwei Ponystuten, die daraufhin Keimtrager wurden. Inwieweit 
eine zu kurze Einwirkzeit des Antibiotikums als Ursache fiir dessen Unwirksamkeit 
gegen T. equigenitalis in dieser Versuchsanordnung trotz der in Hinsicht auf die 
Ergebnisse von KAMADA et al.(1986) dreifachen MIX eine Rolle spielt, lieBen die 
Autoren offen. 

Eine ebenfalls deutlich verringerte in-vivo-Wirksamkeit gegenuber der in-vitro- 
Wirkung demonstrierten ARKO und WONG (1980) in ihrem Infektionsmodell mit 
Mausen an Hand von Chlorhexidin, in dem zur in-vivo-Abtotung von T. equigeni- 
talis lOfach hohere Chlorhexidinkonzentrationen notwendig waren; 
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Diese Diskxepanz zwischen in-vitro- und in-vivo-Wirkung von Desinfektionsmit- 
teln wurde ebenfalls durch TAINTURJER et al. (1988b) beschrieben. Eine lokale 
Behandlung des Penis nach dem Deckakt mit einer infizierten Stute durch 
Eintauchen in eine 4 %ige Chloraminlosung bzw. 4 %ige Losung von jodierten 
Polyvinylpyrolidon verhinderte trotz einer in vitro nachgewiesenen Wirksamkeit 
gegenuber T. equigenitalis die Ansiedlung des Erregers im Genital des Deck- 
hengstes nicht. 

Trotz der in zahlreichen Untersuchungen nachgewiesenen hohen Empfindlichkeit 
von T. equigenitalis gegenuber einer Mehrzahl der in der Veterinarmedizin einge- 
setzten Chemotherapeutika besteht im Falle einer durchzufiihrenden Therapie die 
unbedingte Notwendigkeit, vor und im Verlaufe einer Behandlung infizierter Tiere 
die Resistenzlage der isolierten Taylorellenstamme zu uberpriifen (LIGNTERES 
1980). 

2.3. Klinik 

Klinische Erkrankungen beim Hengst wurden trotz erfolgreicher Nachweise von T. 
equigenitalis bisher nicht beobachtet (PLATT et al. 1978, TAYLOR et al. 1978, 
TAINTURJER et al. 1979, 1981a, 1982a, ECKSTEIN 1983, ODA et al. 1983, 
VAISSAIRE et al. 1986, 1987, KOHLER 1987). 

Durch BLOBEL et al. (1979) wurden lediglich farbliche Veranderungen des Ejaku- 
lats von normal milchig nach schmutziggrau beschrieben. 

LORIN et al. (1984) beobachteten bei einem infizierten Hengst eine einseitige, 
hochgradig schmerzhafte, indurierende und therapeutisch gut beeinfluCbare Orchi- 
tis, bei gleichzeitigem Nachweis von Mykoplasmen im Ejakulat. Die Frage, auf 
welchen der beiden genannten Erreger diese Krankheitsbild jedoch zuriickzufuhren 
ist, kann bisher nicht eindeutig beantwortet werden, da auch offene Fragen uber die 
Pathogenitat der in Genitalorganen von Pferden nachgewiesenen Mykoplasmen- 
spezies bestehen (KERCHHOFF 1982). 

Wegen der Tatsache, daB der CEM-Erreger beim Hengst keine klinisch manifeste 
Infektion hervorruft, spielt der Deckhengst als unauffalliger Trager von T. equige- 
nitalis bei der Verbreitung der Infektion eine bedeutende Rolle (KLUG et al. 1980, 
BLOBEL und BRUCKLER 1981, KULLER 1983). 
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2.4. Pathologie 

PLATT et al. (1978) fuhrten pathologisch-anatomische und pathologisch- 
histologische Untersuchungen an einem am 22. d.p. inf. euthanasierten Ponyhengst 
durch. Dabei zeigten die Organe des Urogenitalapparates (Hoden, Samenleiter, 
Bulbourethraldriisen, Samenblase, Nierenbecken, Harnleiter und Hamblase) keine 
Anzeichen einer entziindlichen Veranderung. Die Autoren beschreiben lediglich 
eine milde, nichtspezifische testikulare Degeneration und schlossen aus ihren 
Untersuchungen, daB eine aszendierende Infektion nicht stattgefunden hatte. 

2.5. Prophylaxe und Therapie 

Ausgehend von der Moglichkeit der Infektion mit T. equigenitalis im Fohlenalter 
und der sich anschlieBenden mehrjahrigen Keimpersistenz ist eine intensive zucht- 
hygienische Uberwachung von Hengsten vor der ersten Zuchtbenutzung in Kom- 
bination mit mehreren Testbedeckungen als primare ProphylaxemaBnahme anzu- 
sehen. Bei einem Verzicht auf Testbedeckungen wird die zuchthygienische Unter- 
suchung der ersten 5 gedeckten Stuten vom 1. bis 5. Tag nach dem ersten Deckakt 
als notwendig angesehen (TIMONEY 1979, LIGNIERES 1980, TIMONEY und 
POWELL 1982, TIMONEY und STRICKLAND 1982). 

Von Hengstfohlen CEM-positiver Stuten sind vor Erreichen des 3. Lebensmonats 
mindestens dreimal im Abstand von minimal 7 Tagen Tupferproben von 
Penisschaft und Penisspitze bakteriologisch auf T. equigenitalis zu untersuchen 
(ANONYM 1982a). 

Die dreimalige bakteriologische Untersuchung von Tupferproben aus der Urethra, 
der Eichelgrube, dem Penisschaft sowie dem Vorsekret auf T. equigenitalis und 
andere Erreger von Genitalinfektion im Abstand von minimal 7 Tagen vor dem 
Beginn der Decksaison empfehlen DAVID et al. (1977). 

In diese prophylaktischen Untersuchungen vor dem Beginn der Decksaison sind 
ebenfalls Suchhengste einzubeziehen (ANONYM 1982a). Nach DAVID et al. 
(1978) sollte auf Grund der hohen Kontagiositat des Erregers der CEM em 
direkter Kontakt zwischen dem auBeren Genitale der Stute und dem Probierhengst 
vermieden werden. 

Der verstarkte Einsatz der kiinstlichen Besamung in der Pferdzucht insbesondere 
der Vollblutzucht, stellt eine der wichtigsten PraventivmaBnahmen zur Unter- 
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brechung der Infektionskette der CEM und damit einer weiteren Ausbreitung von 
T. equigenitalis dar. Hengste mit CEM-Geschichte sollten trotz wiederholter nega- 
tiver bakteriologischer Untersuchungen nach einer Behandlung der Nutzung in der 
KB zugeflihrt werden, um auf diesem Wege eine Weiterverbreitung zu vermeiden 
(BOWEN 1978, ROSSDALE 1978, ROSSDALE et al. 1979). 
Dabei kann durch Zusatz geeigneter Antibiotika (z.B. Gentamyzin oder Penizillin 
in Kombination mit Polymyxin) zum Ejakulatverdiinner eine wirksame Antibiose 
gegen T. equigenitalis erzielt werden, ohne gleiclueitig einen negativen Effekt auf 
das Sperma zu induzieren (BROOK 1978, T1MONEY et al. 1978e) 
Der hohen Kontagiositat des Erregers ist bei Manipulationen an den aufleren Geni- 
talien des Hengstes durch Benutzung stealer Instrument e, von Einweghandschuhen 
usw. Rechnung zu tragen. Zudem sind alle im Deckbetrieb erforderlichen Acces- 
soires wie Probierstand und Schweifschutzer etc. einer wirksamen Desinfektion zu 
unterziehen (BLOBEL et al. 1978, 1979, POWELL et. al 1978, ANONYM 
1980a). 

Um eine Ubertragung von T. equigenitalis durch kontaminierte Instrumente und 
Metallobenflachen zu vermeiden, empfehlen SWANEY und KISLOW (1981) vor 
der Reinigung eine lOminutige Behandlung mit 2 %iger Chlorhexidindiacetat- 
losung (Nolvasan®) oder 10 %iger Alkyldimethylbenzylammoniumchloridlosung 
(Roccal LP). 

Da auch die routinemafiige Untersuchung aller im Rahmen des Pferdegesundheits- 
dienstes entnommenen Tupferproben auf T. equigenitalis das Freisein der unter- 
suchten Tiere nicht gewahrleisten kanri, stellt die firuhzeitige Erkennung und Be- 
kampfung von fiischen Infektionen eine der wichtigsten MaBnahmen zur Ver- 
hinderung der Weiterverbreitung des Infektionserregers in der Pferdepopulation 
dar (ANONYM 1991). 

Folgende SofortmaBnahmen fur Hengste zur Eindammung eines akuten CEM- Aus- 
bruches wurden von KLUG et al. (1980) vorgeschlagen: 

- Decksperre fur infizierte Tiere 

- Untersuchung der Hengste in der Deckstation 

- Waschungen von Praputium, Penis und Eichelgrube der Deckhengste mit 

0,5%iger Chlorhexidinlosung 
Im Falle einer zu verhangenden Decksperre kann gegebenfalls auf die 
Samenubertragung mit Samen von Hengsten, die sich als frei von T. equigenitalis 
erwiesen haben, ausgewichen werden (SONNENSCHEIN und KLUG 1979, 
KLUGet al. 1980). 
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Die Therapie T.-equigenitalis-infizierter Hengste stellt sich im internationalen 
Schrifttum wiederholt als groBes Problem dar, da trotz komplexer und intensiv 
durchgeflihrter Behandlungsregime immer wieder von positiven Erregernachweisen 
nach der. Behandlung berichtet wird. 

Fur die Therapie infizierter Hengste wird eine lokale Behandlung von Praputium 
und Penis in erigiertem Zustand oder nach Sedation und/oder die parenterale 
Applikation eines geeigneten Antibiotikums vorgeschlagen (DAVID et al. 1977, 
PLATT et al. 1978, POWELL 1978, BLOBEL et al. 1979, HAZARD et al. 1979). 
Vergleichende Untersuchungen hinsichtlich der Effizienz einer lokalen und einer 
systemischem Behandlung artifiziell infizierter Ponyhengste durch TAINTURIER 
et al. (1981a, 1982a) zeigten, daB eine uber 10 Tage im 12stundigen Abstand 
durchgefuhrte i.m. Applikation von jeweils 3 g Amoxizillin nicht zur Erregerelimi- 
nation fuhrte, wahrenddessen eine einmalige lokale Behandlung des Penis, der 
Eichelgrube und des Praputiums mit einer 1:2000 verdiinnten Chlorhexidinlosung 
sowie die Instillation von 30 ml dieser Losung in die Urethra den Erreger der CEM 
erfolgreich beseitigte. 

ANDRESEN (1987) stellt bei der Behandlung infizierter Hengste ebenfalls die 
lokale griindliche Wasche und Desinfektion der auBeren Genitale mit 0,1 bis 0,2 
%iger Chlorhexidinlosung in den Vordergrund. 

Die Behandlung von 4 Zuchthengsten in mehreren Zyklen wird durch SCHLUTER 
et al. (1991) beschrieben. Diese bestanden aus Verabreichungen von systemisch 
wirkenden Chemotherapeutika (Chloramphenikol, Oxytetrazyklin, Benzylpenizillin) 
und Waschungen des Penis und Praputiums, der Desinfektion des Penis mit einer 
einprozentigen Chlorhexidinlosung, der intraurethralen und intravesikularen Instil- 
lation von 50-100 ml einer Antibiotikasuspecsion und des Einstreichens des Penis 
und Praputiums mir ChlcrainphenikoLsalbe- 

Neben der lokalen und sysiemischen Antibiotikaapplikation verwendeten die Auto- 
ren in der Therapie eines Zuchthengstes ein homologes CEM-Hyperimmunserum 
sowie ein Praparat (Resactin*) zur unspezifischen Reizkorpertherapie. Dieser 
Hengst konnte erst nach 10 Behandlungszyklen als erregerfrei angesehen werden, 
wogegen die ubrigen 3 Tieren bereits nach 2 bis 4 Zyklen frei von T. equigenitalis 
waren. Die Kontrolle des Behandlungserfolges erfolgte durch eine mehrmalige 
bakteriologische Untersuchung von Tupferproben aus der Urethra, der 
Eichelgrube, dem Praputium sowie von Vorsekret und Ejakulat der Hengste. Dabei 
ist bemerkenswert, daB selbst nach drei aufeinanderfolgenden bakteriologisch 
negativ verlaufenden Untersuchungen T. equigenitalis erneut isoliert wurde. 
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Zur Erhohung der diagnostischen Sicherheit in der Kontrolle des Behandlungser- 
folges wird die Benutzung von Teststuten vor dem Deckeinsatz und weitere 
Verfolgsuntersuchungen der gedeckten Stuten sowie des Deckhengstes wahrend 
des Deckeinsatz als unbedingt notwendig angesehen (SCHLUTER at al. 1991). 
DAVID et al. (1977) empfehlen eine oralen Applikation von Nitrofurantoin uber 5 
Tage in Verbindung mit einer dreimaligen griindlichen Reinigung des Penis und des 
Praputiums mit Chlorhexidin und/oder Nitrofurazon. 

Bei der lokalen Behandlung ist der Eichelgrube (Fossa urethrae) als Hauptsitz des 
Erregers besondere Aufmerksamkeit zu schenken (HAZARD et al. 1979). 
Friihestens eine Woche nach Beendigung einer Behandlung ist mit einer drei- 
maligen, im 7tagigen Rythmus zu wiederholenden bakteriologischen Unter- 
suchungen von Tupferproben des Penisschaftes, der Eichelgrube, der Urethra und 
des Vorsekretes der Behandlungserfolg zu uberpriifen (DAVID et al. 1977). 
Die medikamentelle Therapie einer T.-equigenitalis-Infektion ist, wie bereits im 
Pkt. 2.2.6. hingewiesen wurde, unbedingt auf der Basis eines Antibiogramms 
durchzufuhren. 

2.6. Labordiagnostischer Nachweis von T. equigenitalis 
2.6.1. Probenentnahme und Transport 

Der erfolgreiche kulturelle Nachweis von Taylorella equigenitalis stellt insbeso- 
ndere bei chronischen Tragern wie dem Hengst aufgrund der Biologie des Erregers 
gewisse Bedingungen an die Probenentnahme, den Transport zur 
Untersuchungseinrichtung und an das untersuchende bakteriologische Labor selbst 
(TAINTUREER et al. 1979). Da die herkommlichen "Trocken"-Tupfer fur diesen 
Zweck ungeeignet sind, ist es notwendig, einen mit Transportmedium befeuchteten 
zarten Wattetupfer am Probenentnahmeort mehrmals kraftig hin und her zu 
bewegen und inn anschlieBend wieder in das Transportmedium zuriick zu 
verbringen (BLOBEL et al. 1979, CHANDLER 1979). 

In Untersuchungen hinsichtlich der Uberlebenszeiten von T. equigenitalis in Stuart- 
Transportmedium, Amies-Transportmedium ohne und mit Holzkohlenzusatz hat 
sich Amiesmedium mit Holzkohlenzusatz als Transportmedium mit den hochsten 
Uberlebensraten erwiesen. Der Erreger kann bei Raumtemperaturen in Amies- 
medium mit Holzkohlenzusatz bis zu 10 Tage lebensfahig bleiben (ATHERTON 
1978b, SAHU et al. 1979, ENGVALL 1985). 

TATNTURIER et al. (1982b) verglichen die Nachweisraten von T. equigenitalis 
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nach 3 bis 4tagigen Transport der Proben im Amies-Transportmedium mit Holz- 
kohlenzusatz bzw. im Transportmedium PORTAGERM® (BIOMER1EUX) und 
gaben dabei dem letztgenannten Transportmedium den Vorzug. 
Die Empfindlichkeit und hohen Nahrbodenanspriiche von T. equigenitalis sow.e die 
drohende Uberwucherung der Erregers durch Kontaminanten erfordern nach der 
Probenentnahme einen schnellen Transport der Tupferproben in einem gee.gneten 
Transportmittel bei Temperaturen von maximal 4°C, bei ungekuhlten Transport ist 
die Transportzeit auf 24 h zu begrenzen (TIMONEY et al. 1978b, ENGVALL 

1985). . 
KIRPAL und BISPING (1983) sehen dagegen die Zeitdauer vorr3 Tagen zwiscnen 
Probenentnahme und Auftragen des Probenmaterials auf Nahrboden als maximale 
Transportzeit an. 

Bei einer verlangerten Transportdauer hat sich die Lagerung des die Proben enthal- 
tenden Transportmediums in Trockeneis als vorteilhaft erwiesen (KNOWLES et al. 
1978 PERSON et al. 1978, SWERCZEK 1979b, KAMADA et al. 1981). 
Hinsi'chtlich des Untersuchungsmaterials eignen sich beim Hengst zum Nachweis 
des Erregers Proben aus der Fossa glandis der Glans penis (Eichelgrube), dem Pra- 
putium, der Urethra, das Vorsekret sowie das Ejakulat, wobei im allgemeinen.bei 
der bakteriologischen Untersuchung der Fossa glandis der Glans perns und dem 
Vorsekret der Keimnachweis am haufigsten gelingt (BLOBEL et al. 1978, 1979, 
KITZROW und BLOBEL 1980, KLUG et al. 1980, MERKT et al. 1980). 
SIMPSON und EATON-EVANS (1978) sowie POWELL (1981) sehen analog 
zum Klitorisgebiet der Stute die Eichelgrube, die HamrohrendfTnung sowie die 
Praputialfalten des Hengstes als bevorzugten Kolonisationsort potentieller Patho- 
gene wie T. eqpisenitalis und damrt als giinstigen Nachweisort an. 
VAISSAERE e: i. (1987) sahen das Ejakulat bei einer schnell nack der Entnahme 
erfolgenden Untersuchung als besonders gunstig zum Nachweis von T. equigenita- 
lis an und empfahlen aus ihren Erfahrungen, den Probenansatz innerhalb von 24 bis 
maximal 36 h nach der Entnahme durchzufiihren, da sonst empfindliche Keime wie 
T. equigenitalis infolge der Einwirkung vorhandener Begleitkeime nicht mehr nach- 
weisbar sind. 

TAINTURIER et al. (1988b) halten Tupferproben aus der Harnrohrenoffhung und 
der Eichelgrube fur gunstiger als Spermaproben zum Erregernachweis fur den Fall, 
daC der Transport ins Untersuchungslabor langer als 48 Stunden dauert. 
Zur bakteriologischen Kontrolle von Hengstfohlen infizierter Stuten werden 
Tupferproben von Penisschaft sowie der Glans penis herangezogen (CHANDLER 
1979, ANONYM 1982a). 
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2.6.2. Primarisolation des Erregers 

Taylorella equigenitalis ist hinsichtlich seiner Anspriiche an spezielle Nahrboden 
und eihe mikroaerophile Bebriitungsatmophare ein sehr anspruchsvolles Bak- 
terium, ein Grund, weshalb der Erreger der CEM bei der bisher ublichen bakterio- 
logischen Untersuchung von Genitaltupferproben zur Erfassung pathogener und 
fakultativ pathogener Bakterienarten des Genitalapparates nicht erfaCt wurde 
(KIRPAL und BISPING 1980). 

Eine mikroaerophile Bebnutung, d.h. ein Gehalt von 5-10 % CO2 in der Luft stellen 
giinstige Bedingungen fur die Anziichtung des Erregers dar, wobei auch ein 
Gemisch aus 85 % N 2 , 10 % CO2 und 5 % 0 2 ein gutes Wachstum garantiert 
(TAYLOR et al 1978, SUGIMOTO et al. 1980). Der fur die Anziichtung von T. 
equigenitalis notwendige Gehalt an CO2 in der Luft kann dabei sehr einfach mit 
einer brennenden Wachskerze in einem Exsikkator erzeugt werden (BLOBEL et al. 
1978). KIRPAL und BISPING (1980) und KAMADA et al. (1983b) registrierten 
in einer Atmophare von 95 % N2 und 5 % CO2 ein besseres Wachstum als bei 
mikroaerophilen Bedingugen mit 5-10 % C0 2 . Demgegenuber beobachteten 
FLEMING und TRIBE (1977) unter strikt anaeroben Bedingungen ein sehr 
sparliches Wachstum des Erregers. 

Die optimale Wachstumstemperatur von T. equigenitalis liegt bei 37°C, wobei aber 
auch im Bereich von 30 °C bis 41 °C ein Wachstum eintritt (TAYLOR et al. 1978). 
Zur Anziichtung von T. equigenitalis werden zahlreiche feste und flussige Nahrme- 
dien beschrieben. Der am haufigsten eingesetzte Nahrboden ist Kochblutagar auf 
EUGON-Agarbasis, dem 10 % Pferde-, Rinder- oder Schafblut und 300 |ig/ml L- 
Cystin zugesetzt werden. Eine Zugabe von 200 |ig/ml Natriumsulfit wirkt sich 
positiv auf das Taylorellenwachstum aus (ATHERTON 1978a, KIRPAL und 
BISPING 1980, BLOBEL und SCHLIESSER 1981). Der Zusatz von Haemin zum 
Nahrmedium anstatt einer Blutsupplementierung bzw. zusatzlich zur Blutsupple- 
mentierung wird ebenfalls als wachstumsfbrdernd bechrieben (SWANEY und 
SAHU 1978, SHREEVE 1978, MICHAJLOV et al. 1988) 

S WERCZEK ( 1 980) beschreibt eine Abhangigkeit der Wachstumsgeschwindigkeit 
von Feldisolaten von der zur Kochblutagarherstellung auf das verwendete Pferde- 
blut einwirkenden Hitze. Dabei fiihrte die Einwirkung sowohl zu niedriger 
(«80°C) als auch zu hoher (»80°C) Temperaturen auf das Blut zu einer Verzo- 
gerung des Taylorellenwachstums. Der Autor empfiehlt einen Agar mit 10 %igen 
Pferdeblutzusatz, welcher sich zu 25 % aus Kochblut und zu 75 % aus Frischblut 
zusammensetzt. 
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Die zur Primaranzuchtung des CEM-Erregers verwendeten Nahrmedien mussen 
nach Untersuchungen von ATHERTON (1978a) unbedingt dextrosefrei sein, urn 
die Bildung das Taylorellenwachstum hemmender Metaboliten durch ubiquitar auf- 
tretende Escherichia coli zu verhindern. Dieser Empfehlung ist insbesondere bei der 
Verwendung streptomyzinfreier Nahrmedien zum Nachweis streptomyzinempfind- 
licher Taylorellenstamme Rechnung zii tragen. 

Urn der Gefahr.der Wachstumshemmung bzw. der Uberwucherung von T.-equi- 
genitalis-Kolonien durch Begleitkeime (Bazillusspezies, Proteusspezies, Schimmel- 
pilze etc.) entgegenzuwirken, wurde von verschiedenen Autoren der EinfluB des 
Zusatzes verschiedener Chemotherapeutika zum Kochblutagar in der Primariso- 
lation des CEM-Erregers uberpriift. 

ATHERTON (1983) empfahl den Zusatz von 200 ug Streptomyzin und 5 ug 
Amphoterizin B pro ml Agar zu Kochblutagar zum Nachweis streptomyzin- 
resistenter Stamme bzw. die Supplementierung von 5 ug/ml Clindamyzin, 1 ug/ml 
Trimethoprim und 5 ug/ml Amphoterizin B zu Kochblutagar fur die Anziichtung 
streptomyzinsensitiver Stamme. 

Beim Anlegen der Kulturen zum Primarnachweis von T. equigenitalis ist demzu- 
folge darauf zu achten, daB die Proben sowohl auf streptomyzinhaltigen als auch 
auf strepomyzinfreien Nahrboden ausgestrichen werden. 

Ein selektiv wirkendes Medium zur Primarisolation von T. equigenitalis wurde 
durch TIMONEY et al. (1982) beschrieben. Das sich durch eine komplette Hem- 
mung von grampositiven Bakterien, teilweisen Unterdriickung von gramnegativen 
Bakterienspezies (ausgenommen Klebsiella pneumoniae und Pseudomonasspezies) 
und Inhibition des Wachstums von Mucorspezies auszeichnende Medium enthalt 
folgende Komponenten: EUGON-Agar (glukosefrei),_ Isovitalex (giukosefrei, 
Baltimore Biological Laboratories), 5 % Pferdekochblut, 5 % h/siertes Pferdeblut, 
1 ug/ml Trimethoprim, 5 ^g/ml CUndamyzin und 5 (ig/ml Amphoterizin B. 
Zur Subkultivierung und Lagerung des CEM-Bakteriums eignen sich ebenfalls 
flussige und halbflussige Nahrmedien (FERNIE 1 978, KAMAD A et al. 1 983b) 
Die im internationalen Schrifttum angegebene, zur Primarisolation von T. equigeni- 
talis notwendige Inkubationszeit schwankt zwischen 1 und 15 Tagen. TAYLOR et 
al. (1978) und KAMADA et al. (1981) berichteten von einer "Spur" von 
Wachstum auf Kochblutagar bereits nach 24stundiger Bebriitungszeit in einer 
10%igen C0 2 Atmosphare, wobei aber im allgemeinen ein Wachstum erst nach 48 
h erkennbar war. Wahrend TIMONEY et al. (1977) eine Bebriitungszeit von 2 bis 
3 Tagen als ausreichend ansehen, beschreiben WARD et aL(1984) lediglich bei 2 
der von ihhen angeziichteten Isolate ein Erscheinen der Kolonien nach einer 
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48 bis 96stiindigen Inkubationszeit, 16 Isolate waren erst nach 5 bis maximal 
13tagiger Bebriitungszeit visuell wahrnehmbar. 

SWERCZEK (1978a, 1978b, 1979b) berichtet, daC T.-equigenitalis-Kolonien von 
Pferden mit einer "aktiven CEM-Infektion" bereits nach 48 Stunden sichtbar 
werden, wahrend Isolate von chronisch infizierten Tieren eine Inkubationszeit von 
maximal 15 Tagen bis zur visuellen Wahrnehmbarkeit benotigten. Auf Grund 
dieser Beobachtungen, wird empfohlen, Proben von Hengsten uber einen Zeitraum 
von mindestens 2 Wochen zu bebruten, wobei eine Luftfeuchtigkeit von 70 % das 
Austrocknen der Nahrboden verhindert. 

Der durch ATHERTON (1978b) empfohlene Zusatz von 5 fig/ml Amphotericin 
pro ml Agar zur Hemmung des Pilzwachstums auf Kochblutplatten wirkt sich 
insbesondere bei den genannten Anspriichen hinsichtlich der Luftfeuchtigkeit als 
sehr vorteilhaft aus. 

Als Ursachen des in erster Linie bei chronisch infizierten Tieren beobachteten ver- 
zogerten Wachstums der Taylorellenkolonien werden die Hemmwirkung der 
schneller wachsenden Kontaminanten in Verbindung mit einer sehr geringen quan- 
titativen Besiedlung der auGeren Genitale, das Vorkommen von langsamwachsen- 
den Stammen sowie das Auftreten der weniger virulenten, kleinen Kolonievariante 
in der Phase der latenten Infektion angesehen (SWERCZEK 1978a, 1978b, 1979b, 
WARD et al. 1984, KAMADA et al. 1986, KANEMARU et al. 1988). 
Die kleine Kolonievariante ist dabei im Phanotyp schwer von anderen langsam- 
wachsenden Bakterien zu differenzieren (KANEMARU et al. 1988). 
Um die Gefahr des Uberwucherns der Kulturen durch i.d.Regel massiv vorhandene 
Kontaminanten zu vermindern, ist das Anlegen von Verdiinnungsaustrichen 
unbedingt notwendig (FLATSCHER et al. 1984). 

AuBerdem sollte ein Kontrollstamm zu Priifung der Inkubationbedingungen und 
der verwendeten Nahrmedien mitgefuhrt werden (MACKINTOSH 1981). 

2.6.3. DifFerenzierung von T. equigenitalis 

Die Identifizierung verdachtiger Isolate erfolgt durch Prufung der Koloniemorpho- 
logie, der Morphologie und des Farbeverhaltens der Bakterien in der Gramfarbung, 
des Nachweises der Zytochromoxydase- und Katalaseaktivitat sowie durch die 
Objektlrageragglutination mit einem spezifischen Antiserum (SONNENSCHErN 
und KLUG 1979, ROGERSON et al. 1984). 
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Dabei ist unbedingt die vielbeschriebene Pleomorphie von T,equigenitalis-Isolaten 
,n Abhangigkeit von der gewahlten Inkubationszeit and -bedingungen sowie vom 
Kulturmedium zu beachten (SAHU et al. 1980). 

Auf Grand der gleichen serologischen Eigenschaften aller bisher isolierten Taylo- 
rellenstamme bildet die Uberpnifung der verdachtigen Kolonien mit einem gee.g- 
neten Anti-Taylorella-Hyperimmunserum in der Objekttrageragglutinat^on den 
AbschluB der Diagnosestellung (ROMMEL et al. 1978, KAMADA et al. 1981). 
Dafur sind sowohl in Pferden wie auch in Kaninchen erzeugte Hypenmmunseren 
verwendbar (SELBITZ et al. 1987, 1988, ULLRICH 1990). 

Die Agglutinationsreaktionsreaktion lafit sich durch die Binding der IgG-Ant.kor- 
per ernes Hyperirronunserums an die Oberflache Protein-A-positiver Staphylococ- 
cus-aureus-Stamme wesentlich verstarken. Bei dieser Art des serologischen Nach- 
weises treten wegen der verwendeten geringen Zelldichte keine Spontanagghatma- 
tionen auf (KITZROW et al. 1979, BLOBEL et al. 1980, MAZUROVA 1985)^ 
Der AbschluB der Identifizierung mit der Objekttrageragglutination kann jedoch 
durch verschiedene Erregereigenschaften erschwert werden. 

Beim Versuch der Diagnosesicherung mittels OSA durch FLATSCHER et al. 
(1984) waren bei einem nicht geringen Teil der isolierten Stamme die Kolonien so 
viskos daB beim Versuch des Zerreibens der Bakterienmasse in physiologische 
Kochsalzlosung wie auch im Antiserum nur eine grobflockige Suspension emelt 
werden konnte und somit aufgetretene Reaktionen zur Diagnosesicherung rucht 
auswertbar waren. 

KIRPAL und BISPING (1980) beschreiben eine geringgradige Spontanagglunna- 
tion aller von ihnen isolierten Taylorellenstamme mix physiologischer Kochsalz- 
losung die aber deutlich geringer war als diejenige mit Antiserum. ^ 
TER LAAK et aL (1989) sowie TER LAAK und WAGENAARS (1990) beobacn- 
teten ebenfalls eine Autoagglutination von T. equigenitalis in Abhang lg keit vom 
Kulturmedium und der verwendeten C0 2 -Quelle. Sie empfahlen die Anwendung 
eines in Ziegen entwickelten Hyperimmunserums im EFT zur Identifizierung 1S olier- 
ter autoagglutinierender Kulturen. 

NEILL et al (1984) empfehlen die Anwendung der Gaschromatograprue zur Iden- 
tifizierung verdachtiger Kulturen fur den Fall einer nicht durchfuhrbaren serolo- 

eischen Diagnosesicherung. 

Die Anwendungsmoglichkeit der Biolumineszenz als Methode zur Identifizierung 
von T equigenitalis wurde durch TEMONEY et al. (1978g) gepruft. Die Autoren 
beobachteten bei der Bestrahlung von Taylorellenkulturen mit einer Anregungswel- 
lenlange von 254 nm eine fur T. equigenitalis spezifische apfelgrune Fluo- 
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reszenz.. Da jedoch aus Vertretern von 14 nicht mit T. equigenitalis verwandten 
Bakterienarten sowie aus drei verschiedenen Kulturmedien Material mit gleichen 
fluoreszierenden und chromatographischen Eigenschaften extrahiert werden 
konnte, wird der Wert der Spektrofluorometrie fur die Diagnostik der kontagiosen 
equinen Metritis als gering eingeschatzt (BROWN und TIMONEY 1985, BROWN 
et al. 1985). 

MACKINTOSH (1981) erarbeitete das folgende Diagnostikschema zur Identifi- 
zierung von T. equigenitalis: 



Koloniemorphologie 

Gramverhalten 
Oxydaseaktivitat 
Katalaseaktivitat 
Phosphataseaktivitat 



Blutagar, aerob 



Wachstum 



T. equigenitalis 
negativ 



kein Wachstum 



Hinweis auf T. 
equigenitalis 



Kochblutagar ohne 
Streptomyzinzusatz, 
mikroaerophil 



Reinkultur 



T. equigenitalis 
Priifung der 
Streptomyzin- 
empfindlichkeit 



Mischkultur 



Wiederholung 

der Tests 
beginnend bei 
Gramverhalten 



2.6.4. Serologische Untersuchungsmethoden 

Im Gegensatz zu zahlreichen Untersuchungen durch BENSON et al. (1978), 
CROXTON-SMITH et al. (1978), DAWSON et al. (1978), FERNIE et al. (1979), 
ROMMEL und SAHU (1981), TAINTURJER et al. (1981b), KAMADA et al. 
(1983a), DOLAN et al. (1984), ROGERSON et al. (1984), MACMELLAN und 
KIDD (1986), EGUCHI et al. (1988b), SELBITZ et al. (1988) und ULLRICH 
(1990) zur Moglichkeit der diagnostischen Nutzung der humoralen Reaktion des 
Immunsystems der Stute auf T.-equigenitalis-Infektionen mittels SAT, AGT, EDT, 
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KBR, PHA, ELISA und IFT liegen Ergebnisse uber eine mogliche humorale Im- 
munantwort des Hengstes nach einer Infektion mit T. equigenitalis nur im 
beschrankten Umfang vor. 

SAHU et al. (1983) untersuchten die Seren von 5 Hengsten, von denen bei 2 
Tieren T. equigenitalis nachgewiesen wurde. Die Seren blieben in der. Serumagglu- 
tination, im AGT, dem ELISA, der KBR, der PHA und dem Agargeldiffusionstest 
negativ. 

PAAR (1989) etablierte ebenfalls einen ELISA zum Nachweis von Serumantikor- 
pern und IgA-Antikorpem im Serum bzw. Vorsekreten von Hengsten. In 163 der 
165 untersuchten Vorsekrete waren IgA-Antikorperaktivitaten gegen T. equigeni- 
talis nachzuweisen, als positiv wurden Vorsekrete von 3 serologisch jedoch nega- 
tiven Hengsten eingestuft. Die Uberpriifung von 170 Hengstseren ergab 3 positive 
Seren, die jedoch von bakteriologisch negativen Tieren stammten, wahrend Serum- 
proben von 2 bakteriologisch positiven Hengsten im ELISA nicht reagierten. Die 
Autorin schloB aus ihren Ergebnissen auf eine von der Immunantwort im Serum 
unabhangige, lokale Reaktion des IgA-System des mannlichen Genitaltraktes beim 
Pferd. 

Einschrankend muB jedoch erwahnt werden, daB die Seren der 3 positiven Reagen- 
ten keinem weiteren Antikorpemachweisverfahren zur Diagnosesicherung unter- 
zogen wurden. 

In Infektionsversuchen mit Traberhengsten gelang es SCHLUTER et al. (1991), 
bei einem infizierten Hengst am 6. d.p.inf. mit der PHA Antikorper gegen T. equi- 
genitalis nachzuweisen. 

TAINTURIER et al. (1982a) fiihrten serologische Untersuchungen mit der SLA, 
der KBR und dem EFT an 3 intzierten Ponyhengsten durch. Wahrend in der SLA 
und KBR keine positiven Reaknonen beobachxex wurden, traten bei 2 Pony- 
hengsten vom 16. d.p.inf. bis zum 51. d.p.inf. positive Reaktionen im EFT in einer 
Serumverdunnung von 1:5 bis 1:10 auf. Da jedoch in diesen Serumverdunnungen 
auch bei Pferden ohne nachweisbaren Kontakt mit T. equigenitalis positive Reak- 
tionen auftraten, wird als positiver EFT-Titer eine positive Reaktion ab einer 
Serumverdunnung von 1 : 20 angesehen (TAINTURIER et al. 1981b, 1982a). 
PITRE et al. (1979) wiesen bei 3 Hengsten positive Reaktionen in der KBR nach. 



2.6.5. Diagnostische Zusatzmethoden 



Die Anwendungsmoglichkeit der Biolumineszenz als Methode zur Schnelldiag- 
nostik der CEM wurde durch TEMONEY et al. (1978g) gepriift. Bei der 
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Bestrahlung des Vorsekretes von 2 infizierten Hengsten mit kurz- und lang- 
welligem UV-Licht (254 nm, 365 nm) wurde im Gegensatz zu gleichartigen Unter- 
suchungen am VaginalausfluB infizierter Stuten keine T. equigenitalis typische, 
apfelgrtine Fluoreszenz beobachtet. Die fehlende Fluoreszenz konnte mit dem 
geringen quantitativen Niveau der Keimbesiedlung der Schleimhaute des Genital- 
apparates des Hengstes als symptomlosem Keimtrager und der daraus resuitieren- 
den geringgradigen Keimausscheidung in Zusammenhang stehen. 
SWERCZEK (1981) empfiehlt den Tierversuch zur Identifizierung chronisch infi- 
zierter oder verdachtiger Hengste, bei denen in der bakteriologischen Unter- 
suchung auf Grund der starken Hemmwirkung der Normalflora kein Erregernach- 
weis gelingt Dem verdachtigen Hengst wird dabei aus der Eichelgrube Smegma 
entnommen und dieses anschlieBend in den Uterus einer Stute inokuliert. Im posi- 
tiven Falle sind am 3. dp. inoc. Taylorellen in Reinkultur zu isolieren. 
Der Einsatz der Immunfluoreszenztechnik zum direkten Erregernachweis in Exsu- 
daten und Abstrichen des equinen Genitalapparates wird zwar von verschieden 
Autoren als schnellere und moglicherweise empfindlichere Methode als der kultu- 
relle Nachweis angesehen, Angaben uber einen Einsatz dieser Art des Nachweises 
von T. equigenitalis in der Praxis liegen jedoch noch nicht vor (ACLAND et al. 
1983, ULLRICH et al. 1987). 

3. Problemstellung 

Ausgehend von der Analyse des internationalen Schriftums stellt sich der Hengst 
als klinisch inapparenter Keimtrager in der Epidemiologic der kontagiosen equinen 
Metritis als bedeutender Ubertrager von T. equigenitalis dar. Da es bei infizierten 
Hengsten bisher keine eindeutigen Hinweise einer diagnostisch verwertbaren hu- 
moralen Reaktion des Immunsystems gibt, bleibt der kulturelle Nachweis des 
CEM-Erregers die einzige Moglichkeit, Keimtrager zu ermitteln. Der 
bakteriologische Nachweis von T. equigenitalis aus Tupferproben der auBeren 
Genitale bereitet jedoch auf Grund der stark vorhandenen saprophytaren Normal- 
flora und der intermittierenden Ausscheidung von T. equigenitalis groBe Probleme. 
Der Nachweis des Erregers aus Vorsekret und Sperma bei negativen Unter- 
suchungsergebnissen aus Tupferproben des auBeren Genitale (Eichel, Eichelgrube, 
Harnrohrenoffnung, Penisschaft, Praputium) fuhrte wiederholt zu Spekulationen 
uber eine mogliche Besiedlung der inneren Geschlechtsorgane des Hengstes 
(akzessorische Geschlechtsdrtisen, Hoden, Nebenhoden). 
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Den Verlauf einer T.-equigeaitalis-Infektion beim Hengst hinsichtlich der Erreger- 
ausscheidung, der serologischen und hamatologischen Reaktionen sowie die Kolo- 
nisationsorte von Taylorella equigenitalis im Organismus des Hengstes zu unter- 
suchen, sind Ziel dieser Arbeit. Zur Losung dieser Zielstellung wurden zwei Shet- 
landponyhengste mit Taylorella equigenitalis infiziert, die Erregerausscheidung 
uber einen langeren Zeitraum verfolgt und nach Ablauf des Tierversuches post- 
mortale Untersuchungen hinsichtlich der Kolonisation des Erregers im Genitaltrakt 
durchgefuhrt. 

Die im Verlauf der Reisolationsversuche aufgetretenen Probleme des Erregernach- 
weises fuhrten zu der Entscheidung, Hybridomzellinien, die gege'n Taylorella equi- 
genitalis gerichtete und diagnostisch einsetzbare monoklonale Antikorper pro- 
duzieren, zu etablieren. 



4. Eigene Untersuchungen 

4.1. Material und Methoden 

4.1.1. Experimented Infektion von Ponyhengsten 

4.1.1.1. Versuchstiere und Probenentnahme 

Als Versuchstiere standen zwei Shetlandponyhengste im Alter von 2 Jahren 
(Hengst 1) bzw. 1 Jahr (Hengst 2) sowie eine 6-jahrige Shetlandponystute zur Ver- 
fiigung, die in der allgemeinen und zuchthygienischen Untersuchung keine unphy- 
siologischen Befunde erkennen lieBen. Zur Bestatigung der Freiheit der Versuchs- 
tiere von T. equigenitalis wurden in Anlehnung an die Literatur dreimal im Abstand 
von mindenstens 7 Tagen Tupferproben entaommen und bakteriologisch unter- 
sucht. Als Probenmaterial dienten bei beiden Versuchshengsien Tupferproben vom 
Penisschaft, den Eichelgruben, der Harnrohre sowie das Vorsekret und Ejakulat, 
sofern diese gewinnbar waren. 

Der Shetlandponystute wurden Tupferproben aus der Klitoris (Fossa glandis), der 
Zervix (Canalis cervicis) und dem Uterus (Corpus uteri) unter Verwendung des 
durch SELBITZ et al. (1988) beschriebenen Tupfergerates entnommen. 
Als Tupfer wurden sterile mdglichst zarte Wattetupfer, die vor und nach der Pro- 
benentnahme in Stuarttransportmedium aufbewahrt wurden, benutzt. Das gewon- 
nene Untersuchungsmaterial wurde innerhalb von 20 Minuten nach der Entnahme 
auf Nahrboden ausgestrichen. 

Die Entnahme des fur die serologischen und hamatologischen Untersuchungen er- 
forderlichen Blutes erfolgte aus der Vena jugularis in Zentrifugenrohrchen mit und 
ohne Heparinzusatz. 
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4.1.1.2. Infektionsversuch 

Der Infektionsversuch wurde in 2 unterschiedlichen Ansatzen durchgefiihrL 
Versuchsabschnitt I: 

Die experimentelJe Infektion der Shetlandponystute erfolgte mit dem 
streptomyzinsensitiven T.-equigenitalis-Stamm "3904". Nachdem durch Lm. Appli- 
kation von 2 ml eines PGF2a-Praparates (Enzaprost®) die Rosse induziert war, 
wurden der Stute uber einen unter rektaler Kontrolle durch die Zervix in den 
Uterus eingeflihrten Gummikatheter 20 ml einer frisch auf 1 x 10 9 bis 1 x 10 10 kbE 
T. equigenitalis je ml eingestellten PBS-L6sung infundiert. 

Ab 1. d. p. inf. erfolgte die Entnahme von Tupferproben und deren mikrobiolo- 
gische Untersuchung mit dem Ziel der Reisolation von T. equigenitalis. Nach 
erfolgreichem Nachweis des Angehens der Infektion wurde der Stute am 31. 
d.p.inf. nach induzierter Rosse der Shetlandponyhengst 1 zum naturlichen Deckakt 
uber einen Zeitraum von 6 Tagen zugefiihrt. Ab dem 4. Tag nach dem 1. Deckakt 
erfolgte beim Hengst die bakteriologische Untersuchung von Proben aus den 
bereits im Pkt. 4.1.1.1. genannten Entnahmeorten. Neben der bakteriologischen 
und klinischen Uberwachung des Versuchshengstes 1 wurden weiterhin serolo- 
gische und hamatologische Untersuchungen durchgefiihrt. Am 173. d.p.inf. wurde 
Ponyhengst 1 nach Betaubung durch Blutentzug getotet. Dem Tier wurden die 
inneren und auBeren Organe des Geschlechtsapparates (Penis mit akzessorischen 
Geschlechtsdriisen, Hoden, Nebenhoden mit Samenleitern), Organe des Harnap- 
parates (Harnblase, Harnleiter, Nieren) und ein Teil der den Harn- und Ge- 
schlechtsapparat drainierenden Lymphknoten entnommen. Die Teile der genannten 
Organsysteme wurden pathologisch-anatomischen, pathologisch-histologischen 
und bakteriologischen Untersuchungen unterzogen. 

Versuchsabschnitt II: 

Die experimentelle Infektion des Shetlandponyhengst 2 wurde unter Verwendung 
des streptomyzinresistenten T.-equigenitalis-Stammes "Wien" durchgefiihrt. Dem 
Hengst wurden bei erigiertem Penis 5 ml einer frisch auf 1 x 10 9 bis 1 x 10 10 kbE 
T. equigenitalis je ml eingestellten PBS-Losung mittels einer Knopfkanule in die 
Urethra infundiert. Ab dem 3. Tag nach der Infektion wurden dem Tier Proben zur 
Reisolation von T. equigenitalis entnommen. Neben der bakteriologischen und 
klinischen Uberwachung des Versuchshengstes 2 wurden weiterhin serologische 
und hamatologische Untersuchungen durchgefiihrt. Vom 240. d.p.inf. bis zum 3 19. 
dp. inf. wurde das Tier ein- bis zweimal wochtlich abgesamt. Am 351. 



und 355. d.p.inf. wurde dem Versuchshengst 2 die nach mehrfach negativ ver- 
laufenen bakteriologischen Untersuchugen als T.-equigenitalis-frei anzusehende 
Ponystute zum natiirlichen Deckakt zugeftihrt und anschlieBend wie bereits im Pkt. 
4.1.1.1. beschrieben bakteriologisch auf eine erfolgte Erregeriibertragung 
untersucht. Am 433. d.p.inf. erfolgte nach Betaubung die Totung des Hengstes 
durch Blutentzug und die wie bereits im Versuchsabschnitt I durchgefuhrten post- 
mortalen Untersuchungen. Zusatzlich wurden die entnommenen Organe dem im 
Pkt. 4.1.1.7. beschriebenen immunhistologischen Erregemachweis unterzogen. 

4.1.1.3. Bakteriologische Untersuchungen 

Fur die bakteriologische Untersuchung der von den 3 Versuchstieren ent- 
nommenen Proben wurden folgende Nahrmedien beimpft und anschlieBend 
mikroaerophil im Kerzentopf bei 37°C bebriitet: 

- 10 %iger Pferdekochblutagar mit Zusatz von 300 jig L-Cystin pro ml Agar 

- 10 %iger Pferdekochblutagar mit Zusatz von 300 [ig L-Cystin und 200 ^g 

Streptomyzin pro ml Agar 
Die Nahrmedien wurden ensprechend der Streptomyzinempfindlichkeit der in den 
in beiden Teilversuchen verwendeten T.-equigenitalis-Stamme eingesetzt, d.h. daB 
im ersten Infektionsversuch jede Probe ausschlieBIich auf 3 Pferdekochblutagar- 
platten ohne Antibiotikazusatz ausgestrichen wurde, wahrend im zweiten Teil- 
versuch jede Probe auf 3 Pferdekochblutagarplatten mit Streptomyzinzusatz ange- 
setzt wurde. Beim Beimpfen der Nahrmedien wurde der Tupfer intensiv auf einem 
Viertel der Platte eingerieben und anschlieBend mittels sterilem Glasstab ein 
Verdunnungsausstrich angefertigt. Von nussigem Probenmaterial (Vorsekret, Eja- 
kulat, Exsudat) wurde mit einer sterilen Pipette 0,1 ml des Materials auf eine Stelle 
der Platte getropft und nach dem Einziehen der Flussigkeit in den Nahrboden ein 
Verdunnungsausstrich angefertigt. 

Die bakteriologische Untersuchung der postmortal entnommenen Organe wurde 
wie nachfolgend durchgefuhrt. Nach einem kurzen Abflammen der Organober- 
flache wurde ein Schnitt in den zu untersuchende Organabschnitt geflihrt,. die 
Schnittflache direkt auf das Nahrmedium aufgetupft und ein Verdunnungsausstrich 
angefertigt. Die Organe des Ponyhengstes 1 wurden auf folgenden Nahrmedien 
untersucht: 

- 4 Pferdkochblutplatten ohne Antibiotikazusatz 

- je 2 Pferdekochblutplatten mit 15 ng/ml, 10 |ig/ml bzw. 5 ng/ml Oxazillin 
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- je 2 Pferdekochblutplatten mit 6 ng/ml bzw. 3 ng/ml Lincomyzin 

- je 2 Pferdekochblutplatten mit 10 (ig/ml Oxazillin und 6 ng/mi Lincomyzin 

- je 2 Pferdekochhblutplatten mit 5 fig/ml OxaziJlin und 3 ng/ml Lincomyzin 

Die bakteriologische Untersuchung der Organe des Ponyhengstes 2 erfolgte auf je- 
weils 4 Pferdekochblutplatten mit Streptomyzinzusatz und 2 Pferdekochblutplatten 
ohne Antibiotikazusatz. 

Die Nahrmedien wurden beginnend 48 h nach dem Ansatz im ein- bis zweitagigen 
Abstand auf das Wachstum von Taylorellenkolonien uberpruft. Von den ver- 
dachtigen Kolonien wurde zunachst eine Gramfarbung angefertigt. Beim Auftreten 
gramnegativer zarter Stabchen bzw. kokkoider Bakterien erfolgte zur Gewinnung 
von Reinkulturen eine Subkultivierung mit taglicher Uberpruflxng auf Kolonie- 
wachstum. Zur endgultigen Identifizierung des Erregers diente die Koloniemorpho- 
logie, die Gramfarbung- die Oxidase- und Katalasereaktion sowie die OSA mit 
einem Kaninchenimmunserum. 

4.1.1.4. Hamatologische Untersuchungen 

Die hamatologischen Unterschungen wurden unter Verwendung der durch 
CHRISTOPH und MEYER (1979) beschriebenen Methodik in der Ambulato- 
rischen und Geburtshilflichen Tierklinik der Veterinarmedizinischen Fakultat der 
Universitat Leipzig durchgefuhrt. 

Das zu untersuchende Blut wurde in Heparin enthaJtende Zentrifugenrohrchen auf- 
gefangen. Die Ermittlung der Erythrozyten- und Leukozytenzahl erfolgte unter 
Verwendung der Zahlkammer nach Neubauer. Der zur Ermittlung des DifFerential- 
blutbildes angefertigte Blutausstrich wurde nach 60minutiger Methanolfixation 
nach Giemsa gefarbt und beurteilt. Die Hamoglobinbestimmung erfolgte ent- 
sprechend des DAB 9, D.L. nach der Hamiglobinzyanidmethode, der Hamatokrit 
wurde mit der Mikromethode bestimmt. 

4.1.1.5. Serologische Untersuchungen 

Die entnommenen Seren wurden in der SLA, dem HT, der KBR, der PHA und 
dem IFT auf das Vorkommen von spezifischen Antikorpern gegen T. equigenitalis 
untersucht. 



-37- 



Die SLA, HT und KBR wurde in Anlehnung an FRJZDRICH (1989) durchgefuhrt. 
Die Methodik hinsichtlich der Durchfiihrung der PHA entspricht der von 
ULLRICH (1990) im Institut etablierten Technik. In diesen serologischen Unter- 
suchungen wurden negative und positive Kontrollseren vom Pferd und Kaninchen 
mitgefuhrt. Als positives, homologes Serum diente ein durch ULLRICH und 
SELBITZ (1989) in Ponystuten hergestelltes Hyperimmunserum, als positives 
heterology Immunserum das im Pkt. 4.1.2. beschriebene Kaninchenhyperimmun- 



serum. , TATXT 

Der indirekte Immunfluoreszenztest wurde auf Grundlage der durch TAIN- 
TURIER et al (1981b) beschriebenen Methode modifiziert durchgefuhrt. Als Anti- 
gen wurde das im Pkt. 4.1.3.1. beschriebene Vollantigen benutzt. Auf handels- 
ubliche Multitestobjekttrager(Ilmenauer Glaswerke GmbH) wurde je Testflache 20 
ul einer 132 mit Aqua bidest. verdunnten Antigenlosung aufgetropft. Nach dem 
Trocknen erfolgte eine einminutige Fixation mit Methanol, ein Spulen der Ob- 
jekttrager mit Aqua bidest. sowie ein abschlieBendes Trocknen. Auf d ie Test- 
flachen wurden anschlieBend jeweils 20 ul eines 1:10 und eines 1:20 mat PBS 
verdunnten Serums aufpipettiert. Nach einer einstundigen Bebnitungszeit bei 37°C 
in einer feuchten Kammer wurde der Multitestobjekttrager zweimal nut PBS und 
abschlieBend mit Aqua bidest. gewaschen. Auf den luftgetrockneten Objekttrager 
wurden je Testflache 20 ul eines 1:50 mit PBS verdunnten Karunchen-Anti- 
Pferd(H+L)-FITC-Konjugates aufgetropft. Nach einer einstundigen Bebrutungszeit 
bei 37°C in einer feuchten Kammer wurde der Objekttrager wiederum zweimal mit 
PBS und abschlieBend mit Aqua bidest. gespiilt. Nach dem Trocknen erfolgte die 
Beurteilung der Reaktion unter dem Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe der 
Olimmersion bei lOOOfacher VergroBerung. Als Positivkonirolle wurden je Multi- 
testobjekttrager auf eine Testflache 20 ul eines durch ULLRICH und SELBITZ 
(1989) in Ponystuten hergestellten Hyperimmunserums in einer Verdunnung von 
1-80 aufgetragen. Als Negativkontrolle diente ein 1:20 verdunntes neonatales 
Fohlenserum, von dem pro Objekttrager 20 ul auf eine Testflache aufpipettiert 
wurden. Die Einteilung positiver Reaktionen erfolgte nach der Intensitat der Fluo- 
reszenz der Bakterien in Dreikreuz- bis Einkreuzreaktionen. Als positiver Titer 
wurde nach TAINTURIER et al. (1981b) eine Einkreuzreaktion ab einer 
Serumverdunnung von 1:20 angesehen. Diese im Doppelansatz durchgefuhrten 
Serumuntersuchungen dienten zunachst nur zum Screening der zu untersuchenden 
Serumproben. Traten dabei bei Serumverdunnungen von 1:20 positive Reakt.onen 
auf, wurde das betreffende Serum nochmals zwecks Austitrieren m den 
Verdunnungsstufen 1:10 bis 1:1280 untersucht. 
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4.1.1.6. Pathologisch-anatomische und histologische Untersuchungen 

Beide Ponyhengste wurden am 173. Tag bzw. 433. Tag des Infektionsversuches 
nach Betaubung durch Blutentzug getotet. Es wurden die im Pkt. 4.1.1.3. 
genannten Organe des Harn- und Genitalapparates beider Hengste entnommen. Die 
pathologisch-anatomischen und histo-pathologischen Untersuchungen erfolgten im 
Institut fur Veterinarpathologie der Veterinarmedizinischen Fakultat der Universi- 
tat Leipzig. 

Die Organe wurden zunachst in 1:4 mit Wasser verdunnten Formalin fixiert, 
anschlieBend in Paraffin eingebettet und auf 5 \im Dicke geschnitten. Die Farbung 
der Gewebsschnitte erfolgte mit Hamalaun-Eosin. 

4.1.1.7. Immunhistologischer Erregernachweis 

Der immunhistologische Nachweis von T. equigenitalis erfolgte im EFT mit Hilfe 
der Doppelmarkierungstechnik. Aus formalinfixiertem und paraffineingebetteten 
Gewebe- und Organmaterial des Ponyhengstes 2 wurden 5 jim dicke Schnitte her- 
gestellt. AnschlieBend erfolgte die Entparaffinierung mit Xylol und der absteigen- 
den Alkoholreihe. Die weitere Behandlung der Gewebe- und Organschnitte wurde 
wie folgt durchgeflihrt: 

- Praparate 1 h bei 37°C in einer feuchten Kammer mit einem 1:100 in PBS 
verdunnten Ziegennormalserum inkubieren 

- Objekttrager zweimal 5 min. in PBS spulen 

- Praparate 1 h bei 37 °C in einer feuchten Kammer mit einem 1: 100 verdunnten 
Hyperimmunserum gegen T. equigenitalis vom Kaninchen und dem 1: 100 ver- 
dunnten mAk TF III 1 1E5 inkubieren 

- Objekttrager dreimal 5 min. in PBS spulen 

- Praparate 1 h bei 37°C in feuchter Kammer mit einem 1 : 50 in PBS mit 1% 
Triton X-100 verdunnten Ziege-Anti-Kaninchen(H+L)-FITC-Konjugat und 
einem 1:50 in PBS verdunnten Ziege-Anti-Maus(H+L)-Rhodamin-Konjugat in- 
kubieren 

- Objekttrager dreimal 5 min. in PBS spulen 

- Schnitte 5 min. mit PBS und 0,01% Evans Blue gegenfarben 

- Gewebeschnitte trocknen und einbetten in PBS gepufferter Gelatine 
(Verhaltnis 1:9) 
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wurde mit Lysozym (0,3 mg/ml) bei 4°C uber Nacht aufgeschlossen. Der 
Zentrifugation mit 4x1 0 5 g fur 10 min. uber schloB sich eine Behandlung des Pellets 
mit RNAse (100 ^ig/ml) und DNAse (100 fig/ml) bei 4°C uber Nacht an. Nach der 
sich anschlieGenden Zentrifugation wurde das Pellet zweimal mit sterilem Aqua 
dest. gewaschen. Der Resuspendierung des Pellets in sterilem PBS folgte eine 
Ultraschallbehandlung im Eiswasserbad uber ca. 10 sec. bis zum Vorliegen einer 
homogenen Antigensuspension sowie die Bestimmung des Proteingehaltes und eine 
Portionierung zu je 1 ml. Die Lagerung der Antigene 2 und 3 erfolgte bei -20°C. 
Das zur Immunisierung verwendete Vollantigen wurde stets frisch hergestellt. 

4.1.3.2. Proteinbestimmung 

Der Proteingehalt der praparierten Antigene wurde nach der Methode von 
BRADFORT (1976) bestimmt. Von den zu untersuchenden Proben wurden in 
einer Mikrotiterplatte von einer 1:2 vorverdunnten Antigenlosung Verdunnungs- 
reihen in PBS hergestellt (1:2 bis 1:4096). Zu den 130 \xl Probenvolumen wurden 
anschlieBend 30 \il Bradfortreagenz (Bio-Rad) pipettiert und nach Sminutigen 
Schiitteln die Adsorption bei 595 nm gemessen (Spektralphotometer SUMAL). Als 
Proteinstandard diente in PBS gelostes Rinderserumalbumin. 

4.1.3.3. Immunisierung von Balb/c-Mausen 

Das in Tabelle 3 dargestellte Schema, einschlieBlich cer applizierten Antigenmen- 
gen zur Immunisierung der ca. 3 Monate alten mannlichen Balb/c-Mause r wurde 
nach den Empfehlungen von PETERS und B AUMGARTEN ( 1 990) gewahlt. 
Die Applikation des Antigens erfolgte intraperitoneal unter Verwendung der im 
Pkt. 4.1.3.1. genannten Antigenpraparationen. Die Mause 1 und 2 erhielten das 
Antigen 1, die Mause 2 und 3 das Antigen 2 und die Mause 5 und 6 das Antigen 3 
injiziert. Die Blutentnahme erfolgte unter Verwendung heparinisierter Kanulen und 
Spritzenmaterials. Das gewonnene Blut wurde in EppendorfgefaCe verbracht und 
so fort 10 min. bei 3000 U/min zentrifugiert. Unter Verwendung einer Mikxospritze 
wurde der Uberstand abgenommen und in einem EppendorfgefaB 1 : 5 mit sterilem 
PBS verdurmt und bei -20°C gelagert. Der Tierversuch wurde im Rahmen des Ver- 
suchsvorhabens "Herstellung monoklonaler Antikorper gegen Taylorella equigeni- 
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talis" als TW 8/91 durch das Referat Lebensmitteluberwachung, Verbraucher- 
schutz und Veterinarwesen im Regierungsprasidium Leipzig genehmigt. 



Tab. 3 : Vorbereitung von Balb/c-Mausen zur Fusion 



d.p.vacc. 


Manipulation 


Maus 


Antigendosis/Maus 


0. 


Blutentnahme 
Priming 


1 und 2 
3 und 4 
5 und 6 


10 7 kbE in 100 jil-PBS.100 fil cFA 

180 ng Protein in 100 jal PBS, 100 jal cFA 

100 ug Protein in 100 ^1 PBS, 100 \il cFA 


14. 


Blutentnahme 
1. Boosterung 


1 und 2 
3 und 4 
5 und 6 


10 7 kbEin lOO^ilPBS 

1 80 jig Protein in 100 jjJ PBS 

100 ng Protein in 100 \xl PBS 


21. 


Blutentnahme 
2.Boosterung 


1 und 2 
3 und 4 
5 und 6 


10* kbE in 50 ^lPBS 

90 ng Protein in 50 jal PBS 

50 ug Protein in 50 \xl PBS 


35. 


Blutentnahme 
3.Boostening 


1 und 2 
3 und 4 
5 und 6 


10 6 kbE in 50 pil PBS 

90 [ig Protein in 50 jil PBS 

50 ug Protein in 50 jal PBS 


70. 


Blutentnahme 
4.Boosterung 


1 und 2 
3 und 4 
5 und 6 


lO^kbEinSO ^lPBS 

90 ug Protein in 50 jal PBS 

50 ug Protein in 50 jil PBS 


90., 110., 
130., 142., 


Blutentnahme 


1 und 2 
3 und 4 
5 und 6 




143., 144., 
145. 


Boosterung 
vor Fusion 


1 und 2 


10* kbE in 100 ^il PBS 


146. 


Fusion 


1 und 2 




151. ,152., 
153. 


Boosterung 
vor Fusion 


3 und 4 


100 |ig Protein in 100 PBS. 


154. 


Fusion 


3 und 4 




207. 


Blutentnahme 


5 und 6 




208.,209., 
210. 


Boosterung 
vor Fusion 


5 und 6 


180 ug Protein in 100 |il PBS 


211. 


Fusion 


5 und 6 
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4.1.3.4. ELISA zum Nachweis von Antikorpern gegen T. equigenitalis 

4.1.3.4.1. Losungen 

PBS: 8,0 g NaCl, 0,1 g KC1, 0,1 g KHP04, 2,3 g Na2HP04 ad 1000 ml Aqua 
dest., pH 7,4 

Substratpuffer: (1) 2,27 g Zitronensaure H20 ad 100 ml Aqua dest. 

(2) 3,56 g Na2HP04 H2O ad 100 ml Aqua dest. 

49 ml Losung (1) und 5 1 ml Losung (2), auf pH 5,0 einstellen 
Substratlosung. 20 mg Orthophenylendiamin, 50 ml Substratpuffer, 25 ul H2O2 

4.1.3.4.2. ELISA-Durchfuhrung 

Die Kontrolle der Dynamik der Serumantikorper der immunisierten Balb/c-Mause 
erfolgte im ELISA. Dafur wurde Bakterienmaterial von Kochblutplatten nach. einer 
Bebriitungszeit von 3 Tagen in PBS abgeschwemmt und mittels Photometer bei 
600 nm auf eine optische Dichte von ca. 1 x 10 10 kbE/ml eingestellt. Die Bakterien 
wurden durch eine einstundige Erhitzung auf 60°C im Wasserbad inaktiviert. Das 
Antigen wurde portioniert und bei -20°C gelagert. Zum Coaten der Mikro- 
titerplatten wurden pro Kavitat 50 ul einer 1:32 mit Aqua bidest. verdunnten 
Antigenldsung einpipettiert und die Platten bei 37°C im Brutschrank getrocknet. 
Der ELISA zur Bestimmung der Antikorpertiter der immunisierten Balb/c-Mause 
wurde wie folgt durchgefuhrt: 

- 200 ul Blockpuffer(PBS mit 1% Gelafusal) pro Kavitat einpipettieren, lh bei 

37°C inkubieren 

- Zweimal 3 min mit 200 ul Waschpuffer(PBS mit 0,05% Tween 20) spulen 

- Durchfuhrung def Serumverdunnung in PBS beginnend von 1 :20 bis 1 :40960, 
lh bei 37°C inkubieren 

- Dreimal 3 min mit 200 Waschpuffer spulen 

- Einpipettieren von 50 ul Ziege-Anti-Maus(H+L)-POD-Konjugat 1:6000 in 
PBS verdunnt, lh bei 37°C inkubieren 

- Dreimal 3 min mit 200 ul Waschpuffer spulen 

- Einpipettieren von 50 ul Substratlosung je Kavitat, 

- Subtratlosung 30 min bei 37°C inkubieren 

- Reaktion mit 50 ul 4n H2SO4 stoppen 

- Messen der Extinktion bei 495 nm (Spektralphotometer SUMAL) 
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Der Grenztiter fur die Mauseseren wurde in jeder Serumverdunnungstufe aus der 
Summe des Mittelwertes der Extinktion von 56 untersuchten negativen Mause- 
seren und der Standardabweichung in jeder Verdunnungstufe multipliziert mit dem 
Faktor2,5 festgelegt. 

4,1.3.5. Herstellung von Hybridomakulturen 
4.1.3.5.1. Losungen und Medien 

Hypoxanthin-Thymidin-Losung (HT-Losung, 50-fach): 19 mg Thymidin, 

68 mg Hypoxanthin in 50 ml Aqua bidest bei 37°C-56°C losen, mit NaOH auf 
pH 7,0 einstellen, ad 100 ml Aqua bidest., sterilfiltrieren, portioniert bei - 20°C 
lagern 

Aminopterin-Losung (100-fach): 1,76 mg Aminopterin in 50 ml Aqua bidest 
losen, mit NaOH auf pH 7,0 einstellen, ad 100 ml Aqua bidest., sterilfiltrieren, 
portioniert bei - 20°C lagern 
Penizillin-Streptomyzin-Losung (PS-Losung, 1000-fach): 

25,6 g Streptomyzinsulfat, 6,0 g Penizillin G ad 100 ml Aqua bidest., sterilfil- 
trieren, portioniert bei - 20°C lagern 
MPM-Medium: 5 ml L-Glutamin-Losung(200mM, Gibco), 5 ml Na-Pyruvat- 

L6sung(100mM, Gibco), 0,5 ml PS-L6sung, 50 ml FKS, 500 ml RPMI 1640 
HAT-Medium: 10,0 ml HT-L6sung(50-fach), 5 ml Aminopterin-Losung 
(100-fach), 5 ml L-Glutamin-L6sung(200mM, Gibco), 50 ml FKS 
5 ml Na-Pyruvat-L6sung(100mM, Gibco), 0,5 ml PS-Losung 
500 ml RPMI 1640 
HT-Medium: 10,0 ml HT-L6sung(50-fach) 

0,5 ml PS-L6sung, 5 ml L-Glutamin-L6sung(200mM, Gibco), 
5 ml Na-Pyruvat-L6sung(100mM, Gibco), 50 ml FKS, 500 ml RPMI 1640 
Konditioniertes Medium: 1 ml L-GIutamin-L6sung(200mM, Gibco) 
1 ml Na-Pyruvat-Losung(100mM, Gibco), 0,5 ml PS-Losung 
10 ml FKS, 10 ml CB-F7-Kultuniberstand, ad 100 ml RPMI 1640 
Cool-down-Medium: 50 ml FKS ad 100 ml RPMI 1640 
Freezing-Medium: 20 ml Dimethylsulfoxid ad 100 ml RPMI 1640 
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4.1.3.5.2. Myelomzellen 

Die Herstellung der gegen Taylorella equigeniatlis Antikorper produzierenden 
Hybridomazellinien erfblgte im Zellabor des Institut fur Virologie des Fachbe- 
reiches Veterinarmedizin der Freien Universitat Berlin 

AJs Fusionspartner der Milzzellen wurden dabei zwei unterschiedliche Myelom- 
zellinien verwendet. Die durch KOHLER und MILSTEIN (1975) etablierte murine 
Myelomzellinie P3X63-Ag8, zur Verfugung gestellt durch Dr. Briese, Institut fur 
Virologie des Fachbereiches Veterinarmedizin der Freien Universitat Berlin sowie 
die durch GRUNOW et al. (1988) etablierte Heteromyelomzellinie CB-F7, zur 
Verfugung gestellt durch Dr. med. vet. Minak, Institut fur Geflugelkrankheiten der 
Veterinarmedizinischen Fakultat der Humboldt-Universitat Berlin, kamen zum 
Einsatz. 

Die Vermehrung der Myelomzellen erfolgte anfangs in 250-mI-Plastikkulturge- 
fafien. Die zur Fusion eingesetzten Zellen wurden in der logarithmischen 
Wachstumsphase, d.h. in einem Bereich von 10 4 bis 10 5 Zellen/ml Medium 
gehalten. Bei Uberschreiten dieser Zelldichte erfolgte ein Verdunnen auf eine 
adaquate Anzahl neuer KulturgefaBe. 

4.1.3.5.3. Splenektomie und Aufbereitung der Milzellen 

Die zur Milzentnahme vorgesehene Maus wurde von 3. bis 1. Tag vor der 
geplanten Fusion taglich nach dem im Pkt. 4.1.3.3. dargestellten Schema intra- 
peritoneal geboostert. Nach der Tdtung des Tieres mittels Ether erfolgte die Ent- 
nahme der Milz unter. aseptischen Kautelen. Zur Isolierung der Milzzellen 'ATirde 
das Organ unter Verwendung steriler an einem Ende beidseitig angeschliffener 
Objekttrager in Plastikkulturschalen zerrieben. Die Einzelzellsuspension wurde in 
ein 50-ml-Zentrifugenr6hren pipettiert und 5 min. im Brutschrank zwecks 
Sedimentation zuriickgebliebener Kapsel- und Stutzgewebsreste verbracht. Nach 
dem Pelletieren des IJberstandes (2000 U/min., 10 min.) erfolgte das Lysieren der 
im Pellet enthaltenen Erythrozyten durch Zugabe von 1 ml steriler, 0,83 %iger 
NFLiCl-Losung unter vorsichtigem Resuspendieren des Pellets. Nach einer Ein- 
wirkzeit von 2 min erfolgte das Aufschichten der Zellsuspension auf 10 ml vorge- 
warmtes FKS und eine anschlieBende Pelletierung (1000 U/min, 10 min). Nach 
Entfernen des Uberstandes schlossen sich 3 Waschschritte unter Verwendung 
serumfreien RPMI-1640-Mediums an. Die Zellen wurden abschlieCend in 3 ml 
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serumfreiem RPMI-1640-Medium resupendiert und unter Verwendung einer Neu- 
bauer-Zahlkammer gezahlt. 

4.1.3.5.4. Aufarbeitung der Myelomzellen 

Zeitgleich mit der Vorbereitung der Milzzellen wurden die Myelomzellen in ihrem 
Kulturmedium resuspendiert, in 50-ml-Zentrifugenr6hren uberfuhrt, zentrifugiert 
(1500 U/min, lOmin) , dreimal mit seaimfreiem RPMI- 1 640-Medium gewaschen 
und in 5 ml serumfreiem Medium resupendiert. AbschlieCend erfolgte die 
Bestimmung der zur Verfiigung stehenden Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer. 

4.1.3.5.5. Fusion von Myelom- und Milzzellen 

Zu den zur Fusion vorbereiteten Milzzellen wurden nun Myelomzellen im Verhal- 
tnis 1:1 zugesetzt Das Zellgemisch wurde bei 1750 U/min uber 5 min sedimentiert, 
der gesamte Uberstand restlos entfernt und das erhaltene Pellet in sich selbst bis 
zum Freisein von Klumpchen resupendiert. Die Fusion erfolgte unter gleichma!3iger 
Zugabe von 1 ml 44,4 %igem PEG uber einen Zeitraum von 1 Minute. 
AnschlieBend wurde die PEG-Konzentration durch Zugabe von 1,5 ml serum- 
freiem RPMI- 1 640-Medium wahrend 1 min und darauffolgend von 3 ml uber 2 
Minuten verringert. Die Zellfusion wurde durch Zugabe von 6 ml MPM wahrend 2 
Minuten und abschlieBender Sedimentation der Zellen (1000 U/min, 10 min) 
beendet. Die Resuspendierung des erhaltenen Pellets erfolgte durch mehrmalige 
Zugabe von HAT-Medium uber einen Zeitraum von 30 Minuten unter 
vorsichtigem Schwenken des Rohrchens. Die fusionierten Zellen wurde in 12 mit 
150 jil HAT-Medium pro Vertiefiing versehene 96-Loch-Mikrotiterplatten ausge- 
sat. 

4.1.3.5.6. Kultivierung von Hybridomakulturen 

Die nach der Fusion angelegten Kulturen wurden 14 Tage unter HAT-medium 
gehalten, anschlie3end erfolgte die Kultivierung in HT-Medium. Die Kulturen 
wurden zunachst jeden 3. Tag mit frischem Medium versorgt und taglich 
makroskopisch auf Kontaminationen kontrolliert. Wenn in den Vertiefungen der 
Mikrotiterplatten der Mediumspiegel die 250-jiI-Grenze erreicht hatte, erfolgte ein 



-47- 



Mediumwechsel. Dieser Medium wechsel wurde bis zum ersten Test auf antikor- 
perproduzierende Klone zweimal durchgeflihrt. Nach dem Erreichen einer 
gewissen KJongroBe wurden die im ELISA positiven KJone in einen Kulturnapf 
einer 24-Loch-Zellkulturplatte umgesetzt und mit 1 ml HT-Medium versehen. 
Nach dem erfolgreiohen Aufwachsen der umgesetzten Klone erfolgte die Testung 
der Uberstande von 45 verschiedenen Zellinien im Screening-Westernblot und die 
Selektion der zu klonierenden Zellen. Nicht selektierte Zellen wurde wie im Pkt. 
4.1.3.5.9. beschrieben eingefroren. 

4.1.3.5.7. Testen auf die Produktion spezifischer Antikorper 

Der erste Test zum Nachweis von spezifischen Antikorpern gegen T. equigenitalis 
wurde nach der Ausbildung von Klonen mit ca. 50-100 Zellen (10 bis 14 Tage 
nach der Fusion) durchgeflihrt. 

Als Testsystem diente der unter Pkt. 4.1.8.3. beschriebene ELISA, in dem 50 jil 
steril entnommenen Kulturuberstandes auf das Vorhandensein spezifischer 
Antikorper untersucht wurden. Die Tests wurden wochentlich wiederholt. 

4.1.3.5.8. Klonieren 

Das KJonieren wurde mit dem Ziel durchgeflihrt, genetisch emheitliche und 
hinsichtlich Wachstum und Antikorperproduktion stabile Hybridomzellinien zu 
selektieren. Die erste Klonierung wurde nach der Endverdunnungsmethode 
durchgefuhrL indem 100 ul Hybridomasuspension in konditioniertem 
Kulturmedium verdunnt und anschlieBend 50 ^1 der Verdunnungsstufen 10- 1 bis 
10^ in eine mit 100 \xl pro Vertiefung versehene Mikrotiterplatte einpipettiert 
wurden. 

Zur zweiten Klonierung wurde nach einer Testung der ersten Klonierung derjenige 
Klon mit der grofiten ELISA-Extinktion ausgewahlt. Nach Resupendierung und 
Zahlen der Zellen wurde 2 Zellen pro Vertiefung einer bereits mit 100 jal kondi- 
tioniertem Kulturmedium versehenen Mikrotiterplatte ausgesat. 
Zur Klonierung wurden die Klone TF I 10D2, TF III 1 1E5, TF III 1 1B5, TF III 
10G5, TF II 8D4, TF III 7D4, TF III 3G3 und TF III 3E8 auf der Grundlage ihrer 
im Screening-Westernblot gezeigten Fahigkeiten, unterschiedliche Proteine von T. 
equigenitalis zu erkennen, ausgewahlt. 
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4.1.3.5.9. Einfrieren von Hybridomzellen 

Einzufrierende Hybridomzellen wurden zunachst 5 min bei 2000 U/min 
zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes erfolgte die Resuspendierung 
des Pellets in 1 ml Cool-down-Medium sowie eine einstiindige Lagerung der in 
Kryorohrchen einpipettierten Zellen auf Eis. AnschlieBend wurde dem 
Kryorohrchen noch 1 ml Freezing-Medium zugegeben. Danach wurden die 
Rohrchen in ZellstofF verpackt und fur 1 Woche bei - 70°C gelagert. Die 
Dauerlagerung wurde anschlieOend in flussigem Stickstoff weitergefuhrt. 

4.1.3.5.10. Produktion von mAK 

Die Produktion groBerer Mengen mAK-haltiger Uberstande erfolgte in 50-ml- 
PlastikkulturgefaBen unter Verwendung von MPM-Medium. Die Hybridomzellen 
wurden ohne Mediumwechsel gehalten. Nach Erreichen eines Mediumspiegels von 
ca. 30 ml wurde die Zufuhr von frischem Zellkulturmedium eingestellt und bis zum 
Absterben der Zellen gewartet. Der Uberstand wurde nach lOminutiger 
Zentrifugation bei 2000 U/min von Zellen und Detritus getrennt und anschliefiend 
portioniert bei -20°C gelagert. 

4.1.3.6. Methoden zur Charakterisierung monoklonaler Antikorper 
4.1.3.6.1. Subklassenbestimmung 

Die Bestimmung der Immunglobulinsubklassen erfolgte mit dem im Pkt. 4.1.3.4. 
beschriebenen ELISA in nachstehender Modifikation. Die Hybridomuberstande 
wurden je nach ihrem ELISA-Titer unverdiinnt bzw. 1:100 verdunnt eingesetzt. 
Nach der Inkubation der Uberstande erfolgte eine dreimalige Wasche der 
Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit PBS. AnschlieBend wurden 50 ^1 von 1:500 
verdunntem Antiimmunglobulinklasseserum von Kaninchen zugesetzt und 1 h bei 
37°C inkubiert. Nach der dreimaligen Wasche mit PBS wurde die Mikrotiterplatte 
mit je 50 \xl eines 1:4000 verdunnten Ziege-Anti-Kaninchen-POD-Konjugates 
inkubiert. Die weitere Behandlung der Mikrotiterplatte (Substratreaktion, 
Auswertung) erfolgte wie im Pkt. 4.1.8.3. dargestellt. 
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4.1.3.6.2. Enzym-Linked-Immuno-Assay (ELISA) 

Die verschiedenen mAk wurden hinsichtlich ihrer Fahigkeit, andere T.-equigenita- 
lis-Stamme im ELISA zu erkennen, uberpriift. In der Tabelle 4 sind die im ELISA 
getesteten T.-equigenitalis-Isolate aufgefuhrt. 



Tab. 4: Zusammenfassung der im ELISA gegen mAk getesteten Taylorellenisolate 



Stammbezeichnung 


W#»rlninft 
nci tvui 11 l 


T. equigenitalisAVien, 
Immunisierungsstamm 


Veterinarmedizinische" Universitat 
wien . 


T. equigenitalis/NCTC 1 1 184, 
Referenzstamm 


National Centre of Type Culture, 
i^onaon 


T. equigenitalis 1/3 
l . equigcniiaiio lxj 
T. equigenitalis III/8 
T. equigenitalis IV/ 17 
T. equigenitalis V/39 


Veterinarmedizinische Universitat 
Wien, Vertreter der durch LAP AN 
(1990) ermittelten 5 verschiedenen 
Restriktionsenzymmuster 


T. equigenitalis/3904 


Bezirksinstitut fur Veterinarwesen 
Karl-Marx-Stadt 


T. equigenitalis/D105 


Bezirksinstitut fur Veterinarwesen 
Potsdam 


T. equigenitalis/BW26 


Landesuntersuchungsamt Aulendorf, 
1990 isoliert 


T. equigenitalis/2729 
T. equigenitalis/2891 . 


Landesuntersuchungsamt Bac Langen- 
salza, 1991 isoliert 



Zur Abklarung moglicher Kreuzreaktion der mAk wurde diese auch gegen die im 
Pkt. 4.1.2. genannten Bakterienstamme im ELISA getestet. 

Die Antigenaufbereitung und das Beschicken der Mikrotiterplatten mit den ver- 
schiedenen Antigenen erfolgte in gleicher Art und Weise wie bereits im Pkt. 
4.1.3.4. beschrieben. Die mAk wurden in Abhangigkeit vom Uberstandstiter unver- 
dunnt oder 1:10 verdunnt eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde das von der Maus 
I nach der Euthanasie entnommene Immunserum in einer Verdunnung von 1:1000 
eingesetzt, als Negativkontrolle der unverdunnte Uberstand von Kufii 2 produ- 
zierenden Hybridomzellen. 
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Die weitere DurchJlihnjng des ELISA erfolgte wie im Pkt. 4.1.3.4. bereits be- 
schrieben. 



4.1.3.6.3. Indirekter Immunofluoreszenztest 

Die Eignung der mAK zur Identifizierung von T. equigenitalis wurde auch im EFT 
getestet. Die Antigenbeschichtung der Multitestobjekttrager erfolgte wie im Pkt. 
4.1.4 dargestellt. Zur Errnittlung der LFT-Titer wurde die Uberstande 1:10 bis 
1:1280 mit PBS verdunnt. Die antigenbeladenenen Multitestobjekttrager wurden 1 
h bei 37°C mit je 20 ul des verdunnten Uberstandes pro Testflache in einer feuch- 
ten Kammer inkubiert. Nach einer Wasche mit PBS und mit Aqua bidest. wurden 
die Objekttrager getrocknet und anschliefiend mit 20 ul eines 1:100 verdunnten 
Ziege-Anti-Maus(H+L)-Rhodarninkonjugat pro Testflache unter gleichen Bedin- 
gungen inkubiert. Die Objekttrager wurden wiederum mit PBS und abschlieBend 
mit Aqua bidest. gespiilt, getrocknet und mikrokopisch mit Hilfe der Olimmersion 
bei lOOOfacher VergroBerung auf das Vorhandensein spezifischer Fluoreszenzen 
untersucht. 

4.1.3.6.4. Immunoblot 

4.1.3.6.4.1. Ch emikalien und Losungen 

Acrylamid-Bisacrylamid-Losung: 146 g Acrylamid, 4 g N,N'-Methylen-bis-acryl- 

amid, Aqua bidest. ad 500 ml 
Trenngelpuffer: 90,83 g Trishydroxymethylaminomethan, 2,0 g SDS ad 500 ml 

Aqua bidest., pH 8,8 mit HCI einstellen 
Sammelgelpuffer: 30,28 g Trishydroxymethylaminomethan, 2,0 g SDS ad 500 ml 

Aqua bidest., pH 6,8 mit HCI einstellen 
Trenngell6sung(17,5%): 18 ml Trenngelpuffer, 39 ml Acrylamid-Bis-Losung 

18 ml Aqua bidest., 50 ul TEMED, 104 ul Ammoniumpersulfat(10%ig) 
Sammelgell6sung(6%): 5 ml Sammelgelpuffer, 3 ml Acrylamid-Bis-Losung 

12 ml Aqua bidest., 60 ul TEMED, 30 ul Ammoniumpersulfat(10%ig) 
Kathodenpuffer(5x): 15,14 g Trishydroxymethylaminomethan, 72,1 g Glycin 

5,0 g SDS, ad 1000 ml Aqua bidest. 
Anodenpuffer: 30,28 g Trishydroxymethylaminomethan, ad 1000 ml Aqua bidest. 

pH 8,4 mit HCI einstellen 
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Transferpuffer: 9,08 g Trishydroxymethylaminomethan, 43,26 g Glycin 

600 ml Methanol, ad 3000 ml Aqua bidest. 
Probenpuffer: 1,0 g SDS, 3,0 g EDTA, 10,0 mg Bromphenolblau 

20 ml Glycerin(87%ig), 2,5 ml Sammelgelpuffer ad 100 ml Aqua bidest. 
Ponceau S: 200 mg Ponceau S ad 100 ml 3%iger Perchlorsaure, vor Gebrauch 1 :5 

mit 10%iger Essigsaure verdunnen 
Entfarbelosung: 0,36 g Trishydroxymethylaminomethan ad 100 ml Aqua dest. 

pH 7,0 mit HC1 einstellen, 20 ml Methanol ad 100 ml Tris-HCl 
Waschpuffer: 0,9 g NaCl, 0,1 ml Tween 20, ad 100 ml Aqua dest. 
Blockpuffer: 0,9 g NaCl, 1,0 g BS A, ad 100 ml Aqua dest. 
Konjugatverdunnungspuffer: 0,6 g Trishydroxymethylaminomethan 

ad 100 ml Aqua dest, pH 8,0 mit HC1 einstellen 
AP-Substratpuffer: 12,1 g Trishydroxymethylaminomethan 

0,2 g MgCl2-6H20 ad 500 ml Aqua dest., pH 8,0 mit HC1 einstellen 
AP-Substrat: (1) 120 mg Fast Red Tr Salz(Sigma) ad 20 ml AP-Substratpuffer 
(2) 8,0 mg Naphtol-AS-MX-Phosphat ad 20 ml Aqua dest. 
Losung (1) und (2) unmittelbar vor Gebrauch vereinigen und filtrieren 



4.1.3.6.4.2. SDS-PAGE 

Drei Abstandhalter von 1,5 mm Dicke wurden an den Seiten und unten mit Hilfe 
von Schraubklammern zwischen Glasplatten eingeklemmt. Die Abdichtung der 
Gelkammer erfolgte mit heifier 1 %iger Agaroselosung. Die aufrecht gerichtete 
Gelkammer wurde zunachst bis in eine Hohe von ca. 13 cm mit Trenngellosung 
gefullt. Zum Erzielen einer glanen Trencgeloberflache wurde die Trenngellosung 
mit Aqua dest. vorsichtig uberschichtet. Nach dem AbschluB der Polymerisation 
des Trenngeles erfolgte das Ansetzen der Sammelgellosung, die nach dem Entfer- 
nen des Qberschichteten Aqua dests. in die Gelkammer einpipettiert wurde. Der an- 
schliefiend sofort eingesetzte Probenkammerkamm wurde nach AbschluB der Poly- 
merisation des Sammelgels wieder entfernt. Nach dem Enfernen des unteren 
Distanzhalters wurde die Gelkammer in die mit Anodenpuffer gefullte untere 
Pufferkammer eingesetzt. 

Die Charakterisierung der mAK im Immunoblot erfolgte unter Verwendung des im 
Pkt. 4.1.3.1. beschriebenen Vollantigens. Dieses Antigen wurde im Verhaltnis 2:3 
mit Probenpuffer versetzt und 3 min auf 100°C erhitzt. Als Molekulargewichts- 
standard wurde ein Low Range Prestained SDS-PAGE Marker (BIO-RAD) 
benutzt. 

Nach dem Auftragen des Markers und der vorbereiteten Antigenlosung wurde die 
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obere PufFerkammer befestigt und mit Kathodenpuffer gefullt. Die Trennung 
erfolgte bei 35 mA bis zum Erreichen des unteren Gelrandes durch die Brom- 
phenolblaufront. 

4.1.3.6.4.4. Immunoblot 

Nach Beendigung des Elektrophoreselaufes wurde das Polyacrylamidgel aus der 
Elektrophoresekammer entnommen, auf mit TransferpufFer getranktes doppel- 
lagiges Filterpapier gelegt und luftblasenfrei mit einem befeuchteten NC-Blatt ab- 
gedeckt. Das wiederum mit 2 Lagen feuchten Filterpapier bedeckte NC-Blatt wur- 
de abschlieBend zusammen mit dem Gel zwischen 2 Schwammchen in die Plastik- 
halterung einer Transferkammer eingesetzt. Der ElektrodenanschluB erfolgte so, 
daB das Polyacrylamidgel kathodenseitig und das NC-Blatt anodenseitig lagen. Der 
Transfer wurde uber 5 h bei 200 mA durchgefuhrt. 

Nach Beendigung des Westernblots wurde die Bahn mit den Molekulargewichts- 
markern abgeschnitten und zwischen Filterpapier getrocknet. Das iibrige NC-Blatt 
wurde mittels Ponceau S angefarbt, anschliefiend mit einer Skalpellklinge in 4 mm 
breite Streifen geschnitten und in Blotkammern gelegt. 

Nach der Entfarbung der NC-Streifen mit Entfarbelosung erfolgte eine zweimalige 
Wasche der Streifen mit Waschpuffer, dem sich eine einstiindige Inkubation mit 
Blockpuffer anschloB. Danach wurden die NC-Streifen uber Nacht mit den mAK- 
haltigen Uberstanden und dem Mausserum (mAK unverdunnt bzw. 1:5 bis 1:10 
verdiinnt, Serum 1:1000 verdiinnt) bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln 
inkubiert. Nach dreimaligen Spulen mit Waschpuffer wurden die NC-Streifen 1 h 
mit einem 1:1500 mit Konjugatverdunnungspuffer verdunnten Ziege-Anti- 
Maus(H+L)-AP-Konjugat bei Raumtemperatur unter leichten Schutteln inkubiert. 
Nach einer abschlieBenden dreimaligen Wasche der NC-Streifen wurden die 
Streifen mit AP-Substrat bis zum deutlichen Sichtbarwerden von Proteinbanden 
unter Schwenken inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion sowie das Waschen der 
NC-Streifen erfolgte mit Aqua dest. 

4.1.3.6.4.5. Bestimmung der Molekulargewichte 

Die Bestimmung der relativen Molekulargewichte der auf den NC-Streifen erkann- 
ten Proteine erfolgte durch Vergleich der Wanderungsfaktoren (Rf) dieser Banden 
mit denen der Markerproteine. Die Rf-Werte ergaben sich aus dem Quotient, der 
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aus dem Verhaltnis der Wanderstrecke einer Bande zur Gesamtlaufstrecke gebildet 
wird. Mit Hilfe der Rf der Markerproteine und dem Logarithmus der Molekul- 
masse konnte eine Eichkurve erstellt werden, aus der der Logarithmus der 
Molekulmasse der erkannten Proteine mit Hilfe deren Rf-Werte abgelesen werden 
konnte. 



4.2. Ergebnisse 

4.2.1. Ergebnisse des bakteriologischen Erregernachweises 

Versuchsabschnitt I: 

Nach der intrauterinen Infektion der Ponystute konnte der Erreger bereits am Tage 
danach aus dem Uterusexsudat reisoliert werden. 

T. equigenitalis wurde bei den im Abstand von einem bis 3 Tagen durchgefuhrten 
Probenentnahmen bis zum 31. d.p.inf. aus Klitoris-, Zervix- und Uterustupferpro- 
ben sowie aus dem Uterusexsudat bzw. Uterusspulproben angezuchtet. 
Nach dem Decken der infizierten Ponystute (31. d.p.inf.) durch den Ponyhengst 1 
konnte der Erreger ab dem 4. d.p.inf. aus den entnommenen Proben vom 
Ponyhengst reisoliert werden. Der Nachweis des Erregers gelang dabei aus alien 5 
Probenmaterialien, die hochste Nachweisquote wurde aus dem Vorsekret erzielt. 
Der Erreger konnte im Zeitraum vom 4. bis 75. d.p.inf. regelmaBig isoliert werden. 
Dabei war eine starke Reduktion der Anzahl der auf den Nahrmedien wachsenden 
kleinen wie groBen T.-equigenitalis-Kolonien zu verzeichnen. Vom 83. d.p.inf. bis 
zum 147. d.p.inf. gelang es lediglich, mikroskopisch in Grampraparaten zwischen 
stark vertretenen coryneformen Keimen vereinzelte, morphologisch fiir T. equige- 
nitalis sprechende Bakterien (gramnegalive zarte Stabchen bzw. gramnegative 
Kokkoide) nachzuweisen. Die zur Identifizierung notwendigen Reinkulturen konn- 
ten uber die angelegten Subkulturen nicht erhalten werden. Die am 161. und 173. 
d.p.inf. durchgefuhrten bakteriologischen Untersuchungen verliefen wieder positiv. 
Hier traten ab 7. Bebrutungstag nur einzelne kleine Kolonien auf. Diese lieferten 
wahrend der 4. Subkultivierung wieder groCe und kleine Kolonien. Nach dem 
Verschwinden des groBen Kolonietypes bereiteten die ebenfalls auf Koch- 
blutplatten sehr langsam wachsenden coryneformen Keime groBe Schwierigkeiten 
bei der Erzielung von Reinkulturen aus dem kleinen Kolonietyp von T. 
equigenitalis. Einen zusammenfassenden Oberblick uber den Verlauf der bakterio- 
logischen Untersuchungen bei Ponyhengst 1 gibt die Tabelle 5. 
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Tab. 5: Reisolation von T. equigenitalis bei einem experimentell infizierten Pony- 
hengst (Tier 1 ) 



d.p.inf 


PS 


T TT"> 

HR 


fc,Cr 




Jtja 


- 34. 


0 


0 


0 




SO 


- 14. 


0 


0 


0 


SO 


SO 


- 1. 


0 


0 


0 


so 


0 


4. 


+ 


+ 


+ 


+ 





6. 


+ 


+ 


/ 


/ 


J. 


8. 


+ 


0 


0 


-h 





11. 


+ 


0 


4- 


+ 




13. 


+ 


+ 


+ 







15. 


0 


0 


0 




L 


18. 


+ 


0 


+ 




L 


20. 




/""X 

0 


+ 


+ 





22. 


+ 


+ 




+ 


L 


25. 


+ 


+ 






L 


27. 


+ 


0 




+ 


L 


75. 


0 


+ 


+ 


-h 




83. 


0 


0 


0 


0 


SO 




v. 




v. 


<?i 




110. 


0 


0 


0 


v. 




131. 


0 


v. 


V. 


0 




138. 


v. 


v. 


V. 


V. 




147. 


0 


0 


V. 


0 




161. 


0 


/ 


+ 


0 




173. 


0 


0 


0 


+ 


+ 



Legende: 0 Erregemachweis negativ 



+ Erregemachweis positiv 

v Mikroskopischer Nachweis verdachtiger Kulturen 
/ keine Probenentnahme 



Versuchsabschnitt II: 

Das erfolgreiche Angehen der Infektion beim Ponyhengst 2 konnte durch positive 
Ergebnisse in der bakteriologischen Untersuchung der ab dem 3. d.p.inf. ent- 
nommen Proben nachgewiesen werden. Dabei wurde bis zum 21. d.p.inf. em 
stetiger Ruckgang der auf den Nahrboden gewachsenen T.-equigenitalis-Kolonien 
beobachtet. Auffallig war, daft ab dem 17. d.p.inf. kerne groBen Kolonievarianten 
mehr auftraten. Vom 3. d.p.inf. bis zum 14. d.p.inf. wurden sowohl kleine wie auch 
groBe Kolonien beobachtet, wobei letztere bereits nach 48 h Bebriitungszeit, 
erstere erst zwischendem 6. bis 8. Bebriitungstag sichtbar wurden. Ab dem 17. 
d.p.inf. traten nur noch kleine, erst ab 6. bis 8. Bebriitungstag sichtbare Kolonien 
auf. In der 3. Subkultivierung dieser kleinen Kolonien wurden wieder groBe und 
kleine Kolonievarianten registries Vom 24. d.p.inf. bis zum 84. d.p.inf. sowie vom 
131. bis zum 240. d.p.inf. verliefen alle Versuche, T. equigenitalis zu reisolieren, 
negativ. Am 260. und 289. d.p.inf. sowie am 367. und 386. d.p.inf. konnten in der 
bakteriologischen Untersuchung der Tupferproben aus der Eichelgrube in Gram- 
praparaten, welche von morphologisch verdachtigen Kolonien des Originalaus- 
striches angefertigt wurden, zwischen stark vertretenen coryneformen Keimen 
vereinzelt gramnegative zarte Stabchen bzw. kokkoide Bakterien nachgewiesen 
werden. Da jedoch die daraufnin angelegten Subkulturen zur Gewinnung der fur 
die endgiiltige Identifizierung notwendigen Reinkulturen von T. equigenitalis nicht 
erfolgreich waren, konnte lediglich ein Verdacht ausgesprochen werden. Vom 333. 
d.p.inf. bis zum 355. d.p.inf. sowie am 398. d.p.inf. gelangen wieder vollstandige 
Erregernachweise, d.h. der Ereger wurde morphologisch im Grampraparat sowie 
nach Subkultivierung biochemisch und serologisch identifiziert. Dabei konnten nur 
kleine, ab dem 8. Bebriitungstag sichtbare Kolonien beobachtet werden. Bei der 
Subkultivierung dieser Kolonien traten in der 3. Subkukur am 5. Inkubationstag 
vereinzelte, in der 4. Subkultivierung ab 3. Inkubationstag vermehrt groBe 
Kolonie auf. 

Die in den Proben stark vertretenen coryneformen Keime fuhrten auf Grund ihres 
massenhaften Auftretens und der dem kleinen Kolonietyp von T. equigenitalis 
gleichen Wachstumsgeschwindigkeit und ahnlichen Koloniemorphologie zu einer 
starken Behinderung der bakteriologischen Untersuchung auf T. equigenitalis in 
den Phasen des Infektionsversuches, in denen keine groBen Kolonietypen mehr im 
Originalausstrich auftraten. 

Da es sich bei diesem Versuchstier 2 zu Beginn des Versuches urn ein noch nicht 
geschlechtsreifes Tier handelte (erstes Ejakulat spermienfrei), gelang es auf Grund 
fehlender oder geringer Libido sexualis bis zum 159. d.p.inf. nur einige Vorsekret- 
bzw. Ejakulatproben zu entnehmen. 
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Ein Uberblick uber den Verlauf der bakteriologischen Untersuchungen 
Ponyhengst 2 zum Nachweis von T. equigenitalis gibt Tabelle 6. 



Tab. 6: Reisolation von T. equigenitalis bei einem experimentell infizierten Pony- 
hengst (Tier 2) 



d.p.inf. 


PS 


HR 


EG 


VS 


Eja 


- 16. 


0 


0 


0 


/ 


/ 


- 9. 


0 


0 


0 


/ . 


/ 


-2. 


0 


0 


0 


0 


0 


3. 


0 


0 


+ 


+ 


/ 


7. 


0 


0 


+ 


+ 


/ 


10. 


0 


0 


+ 


/ 


/ 


14. 


0 


0 


+ 


/ 


/ 


17. 


0 


0 


+ 


/ 


/ 


21. 


0 


0 


+ 


/ 


/ 


24. 


0 


0 


0 


/ 


/ 


31. 


0 


0 


0 


/ 


/ 


35. 


0 


0 


0 


/ 


/ 


42. 


0 


0 


0 


/ 


/ 


49. 


0 


0 


0 


/ 


/ 


56. 


0 


0 


0 


/ 


/ 


84. 


0 


0 


0 


/ 


/ 


91. 


0 


0 


+ 


/ 


/ 


98. 


0 


0 


+ 


/ 


/ 


131. 


0 


0 


0 


/ 


/ 


146. 


0 


0 


0 


/ 


/ 


159. 


0 


0 


0 


0 


0 


173. 


0 


0 


0 


0 


0 


219. 


0 


0 


0 


0 


0 


240. 


0 


0 


0 


0 


0 


260. 


0 


0 


v. 


0 


0 


289. 


0 


0 


v. 


0 


0 


319. 


0 


0 


0 


0 


0 


333. 


0 


0 


0 


+ 


0 
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Tab. 6 (Fortsetzung): Reisolation von T. equigenitalis bei einem experimentell infi- 

zierten Ponyhengst (Tier 2) 



d.p.inf. 


PS 


HR 


EG 


VS 


Eja 


351. 


0 


0 


0 


+ 


0 


355. 


0 


+ 


0 


0 


0 


367. 


0 


0 


v. 


v. 


v. 


386. 


0 


0 


v. 


0 


0 


398. 


0 


0 


0 


v. 


+ 



Legende: 0 Erregernachweis negativ 



+ Erregernachweis positiv 

v Mikroskopischer Nachweis verdachtiger Kulturen 
/ keine Probenentnahme 



Die bakteriologische Untersuchung der von der Ponystute vor der Bedeckung 
durch Ponyhengst 2 viermal im Abstand von 14 bis 30 Tagen entnommenen 
Uterus-, Zervix- und KJitoristupfer auf T. equigenitalis verlief negativ. Am 3. Tag 
und 5. Tag nach dem Deckakt durch genannten Ponyhengst konnte aus Zervix- 
und Uterustupfem T. equigenitalis kulturell nachgewiesen werden. Dabei waren am 
3. Bebriitungstag vereinzelte groBe Kolonien , am 7. Bebriitungstag zusatzlich 
zahlreiche kleine Kolonien zu beobachten. Am 14. Tag nach dem ersten Deckakt 
wurden letztmalig Taylorellen aus der Klitoristupferprobe isoliert. Die weiteren 
vier bakteriologischen Untersuchungen von Klitoris-, Zervix- und Uterustupfern im 
Abstand von je 10 Tagen verliefen negativ. 



4.2.2. Klinischer Verlauf der Taylorelleninfektion 

Beide infizierten Ponyhengste zeigten im Verlauf des Infektionsversuches keine 
klinischen Symptome, die auf die Wirkung von T. equigenitalis zuriickgefuhrt 
werden konnte. Bei Ponyhengst 2 waren am 237. und 238. d.p.inf. Symptome einer 
leichten Kolik zu beobachten. 
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4.2.3. Ergebnisse des serologischen Untersuchungen 

Die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen der beiden Ponyhengste sind 
den Tabellen 7 und 8 zusammengefaflt. 



Tab. 7: Ergebnisse der serologischen Untersuchung bei Ponyhengst 1 



u.p. nil 


A 

OLA 


rrr 

rll 


PHA 


KBR 


IFT 


AC\ 
- HKJ. 


i.y 


1:5 


0 


0 


0 


0. 


0 


0 


0 




1 .1 A 

1 . 1 u 


7. 


0 


1:5 


0 


0 


1:10 


14. 


0 


1:5 


0 


0 


0 


22. 


0 


1:5 


0 


0 


0 


28. 


0 


1:5 


0 


0 


0 


75. 


0 


1:5 


0 


0 


0 


83. 


0 


1:5 


0 


0 


0 


91. 


0 


0 


0 


0 


0 


110. 


0 


0 


0 


0 


0 


138. 


0 


1:5 


0 


0 


'0 


168. 


0 


0 


0 


0 


0 
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8- Ergebnisse der serologischen Untersuchung bei Ponyhengst 2 



d p. inf* 


SLA 


HT 


PHA 


KBR 


IFT 


i 

- i . 


1:5 


0 


0 


0 


0 


1 
j . 


1:5 


0 


0 


0 


0 


7 


1:10 


0 


0 


0 


0 


10 


1:10 


0 


0 


0 


0 


1 4 


1:10 


0 


0 


0 


0 


1 7 


1:5 


0 


0 


0 


0 




1:10 


0 


0 


0 ' 


0 


94 


1:5 


0 


0 


0 


0 


98 
Zo, 


0 


0 


0 


0 


0 




15 


0 


0 


0 


0 




1:5 


0 


0 


0 


0 




1:5 


0 


0 


0 


0 


JO. 


1 :5 


0 


0 


0 


0 




1:5 


0 


0 


0 


0 




1:5 


0 


0 


0 


0 


70. 


1:5 


0 


0 


0 


0 


LJL. 


1:5 


0 


0 


0 


0 


1 4fi 


1:5 


0 


0 


0 


0 


1 

1 


15 


0 


0 


0 


0 


219. 


1:5 


0 


0 


0 


0 


240. 


1:5 


0 


0 


0 


0 


260. 


1:5 


0 


0 


O 


0 


388. 


1:10 


0 


0 


0 


1:10 


403. 


1:5 


0 


0 


0 


0 


423. 


1:10 


0 


0 


0 


1:10 
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4.2.4. Ergebnisse der hamatologischen Untersuchungen 

Die Darstellung der Ergebnisse der Untersuchung des roten und weiBen Blutbildes 
bei Ponyhengst 1 und Ponyhengst 2 erfolgt in den Tabellen 9, 10, 11, und 12. 



Tab. 9: Ergebnisse der hamatologischen Untersuchungen von einem mit T. equi- 
genitalis infizierten Ponyhengst (Tier 1) 



d.p.inf. 


Hb,alt 


Hb.neu 


HK 


Ery 


MCV 


MCH 


MCHC 


- 34. 


11,1 


6,89 


30 


7,29 


41,2 


15,2 


37,0 


0. 


11,5 


7,14 


34 


8,83 


38,5 


13,0 


33,8 


7. 


13,3 


8,25 


36 


9,41 


38,3 


14,1 


36,9 


14. 


13,6 


8,44 


36 


7,53 


20,5 


18,1 


37,8 


28. 


15,1 


9,37 


39 


11,14 


35,0 


13,5 


38,7 


83. 


11,8 


7,32 


32 


9,55 


33,5 


12,4 


36,9 


91. 


10,2 


6,38 


28 


8,25 


33,9 


12,4 


36,4 


169. 


12,8 


7,84 


35 


7,84 


45,8 


16,8 


36,6 


173. 


14,1 


8,75 


39 


8,09 


48,2 


17,4 


36,2 



Tab. 10: Differentialblutbild eines experimentell mit T. equigenitalis infizierten 
Ponyhengstes (Tier 1) 



d.p.inf. 


Bas 


Eos 


Myel 


Granulozyten 
Jgdl ugk gk sgm 


klLy 


grLy 


Mon 


Leu 


- 34. 


0 


5 


0 


0 0 9 34 


34 


19 


0 


6450 


0. 


0 


6 


0 


0 13 12 31 


31 


6 


2 


5800 


7. 


0 


5 


0 


1 17 10 31 


31 


3 


2 


4000 


14. 


0 


3 


0 


0 1 16 22 


52 


4 


0 


7300 


28. 


0 


3 


0 


0 0 11 32 


47 


7 


0 


6400 


83. 


0 


4 


0 


0 0 12 22 


57 


3 


1 


6300 


91. 


0 


I 


0 


0 0 28 11 


53 


6 


1 


6050 


169. 


0 


3 


0 


0 0 2 30 


43 


20 


2 


6650 


173. 


0 


2 


0 


0 2 3 22 


37 


34 


0 


7600 
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Tab. 1 1 : Ergebnisse der hamatologischen Untersuchungen von einem mit T. equi- 
genitalis infizierten Ponyhengst (Tier 2) 



dp. inf. 


Hb,alt 


Hb.neu 


T TT/ 

HK 


try 


ML V 




urur 


- 1. 


10,3 


6,39 


32 


10,19 


A -> A 

43,4 


10,1 


_>Z,Z 


3. 


10,9 


6,74 


37 


7,59 


A O *7 

4o, / 


1 A A 
1 4,4 


zy,:> 


7. 


' 9,4 


5,83 


36 


8,08 


44,6 


1 1 A 


OA 1 


10. 


15,8 


9,80 


41 


10,49 


j>9,1 


1 C 1 


_>5,:> 


14. 


13,8 


8,56 


35 


8,01 


4j,7 


1 /,z 


TO d 

jy,^ 


17. 


13,7 


8,50 


36 


8,55 


a -> 1 

4j>,1 


i a n 


JO,l 


21. 


15,3 


9,49 


39 


9,49 


42,1 


le>,!> 


jy,Z 


24. 


14,0 


8,69 


38 


9,04 


42,0 


15,5 


1 A 8 


28. 


13,9 


8,63 


33 


7,91 


41,7 


17,0 


A9 1 


35. 


13,7 


8,50 


37 


8,72 


42,4 


15, / 


J /,u 


42. 


13,3 


8,25 


34 


8,81 


_>8,6 


15,1 


,>y, i 


49. 


11,6 


7,20 


35 


8,12 


43,1 


1 A 1 

14,3 


.>->, 1 


56. 


14,0 


8,69 


38 


9,50 


40,0 


1 A "7 

14,7 


1A ft 


84. 


11,9 


7,38 


33 


7,84 


42,1 


ICO 

15,2 


'iA 1 

J>0, 1 


91. 


10,7 


6,64 


38 


7,23 


52, o 


1 A Q 

14,5 




98. 


10,5 


6,52 


37 


8,99 


41,2 


1 1 1 

1 1,3 




131. 


12,8 


7,94 


34 


9,21 


36,9 


13,9 




146. 


13,2 


8,19 


35 


9,01 


*■» o o 

_>8,8 


1 A *7 
14, / 




156. 


n n 

i2,y 






8,64 


41,7 


14,9 


35,8 


219. 


1.2,6 


7,82 


34 


7,64 


44 : 5 


16,5 


37,1 


240. 


11,2 


6,95 


31 


7.10 


43,7 


15.8 


36,1 


260. 


14,4 


8,94 


38 


8,78 


43,3 


16,4 


37,9 


388. 


15,8 


9,80 


38 


8,50 


44,7 


18,6 


41,6 


403. 


12,3 


7,63 


34 


8,11 


41,9 


15,2 


36,2 


423. 


13,8 


8,56 


38 


9,36 


40,6 


14,7 


36,3 
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Tab. 12: Differentialblutbild eines experimentell mit T. equigenitalis infizierten 
Ponyhengstes (Tier 2) 



d.p.inf. 


Bas 


Eos 


Myel 


Granulozyten 
Jgdl ugk gk sgm 


klLy 


grLy 


Mon 


Leu 


-1. 


0 


0 


0 


0 1 10 34 


34 


17 


4 


7950 


3. 


0 


2 


0 


0 0 2 20 


27 


47 


2 


8700 


7. 


0 


1 


0 


0 0 3 20 


25 


48 


3 


12000 


10. 


0 


2 


0 


0 1 3 27 


43 


22 


2 . 


10100 


14. 


0 


1 


0 


0 0 2 31 


26 


38 


2 


11500 


17. 


0 


1 


0 


0 0 5 23 


31 


36 


4 


10850 


21. 


0 


4 


0 


0 0 3 31 


21 


38 


3 


11150 


24. 


0 


0 


0 


0 0 6 21 


25 


48 


0 


9550 


42. 


0 


3 


0 


0 0 10 27 


38 


20 


2 


10200 


49. 


0 


1 


0 


0 0 11 29 


13 


45 


1 


8850 


56. 


0 


0 


0 


0 0 2 26 


38 


34 


0 


12600 


84. 


0 


3 


0 


0 2 10 23 


11 


50 


I 


9750 


91. 


1 


6 


0 


0 0 2 33 


13 


43 


2 


9550 


98. 


0 


2 


0 


0 0 7 31 


35 


22 


3 


10450 


131. 


0 


6 


0 


0 0 5 27 


30 


31 


1 


9200 


146. 


2 


4 


0 


0 0 6 22 


25 


41 


0 


8350 


156. 


0 


3 


0 


0 1 8 27 


35 


25 


1 


8350 


219. 


0 


1 


0 


0 0 7 32 


23 


36 


1 


8650 


240. 


0 


0 


0 


0 5 6 3 


30 


56 


0 


4450 


260. 


0 


1 


0 


0 0 6 24 


22 


47 


0 


10300 


388. 


0 


1 


0 


0 1 7 39 


29 


23 


0 


9750 


403. 


0 


6 


0 


0 1 6 20 


23 


40 


4 


7050 


423. 


0 


6 


0 


0 0 8 27 


28 


30 


1 


10400 



4.2.5. Postmortaler kultureller Nachweis von T. equigenitalis 

In der postmortalen Untersuchung der Harn- und GeschJechtsorgane beider 
Ponyhengste konnte T. equigenitalis nur in den auBeren Geschlechtsorganen sicher 
nachgewiesen werden. Bei der Untersuchungen der akzessorischen Geschlechts- 
dnusen und der Gonaden sowie der Harnblasen wurden wiederum mikroskopisch 
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verdachtige, d.h. im Grampraparat fur T. equigenitalis sprechende Bakterien 
beobachtet. Diese konnte jedoch auf Grund ausbleibenden Wachstums beim 
Versuch der Subkultivierung nicht weiter identifiziert werden, so dafi nur ein 
Verdacht ausgesprochen werden konnte. Die Besiedlung der in der bakteriolo- 
gischen Untersuchurig positiven Organe durch T. equigenitalis war mit Ausnahme 
der primaren und sekundaren Eichelgruben sehr gering. 

Die der Untersuchung der Organe des Harnapparates (auBer Harnblase) und der 
Lymphknoten verliefen negativ. 

Die in der Untersuchung der Organe des Ponyhengstes 1 verwendeten Pferde- 
kochblutplatten mit Zusatz unterschiedlicher Mengen OxazilHn und Lincomyzin 
zeigten keinen Vorteil gegeniiber den Nahrmedien ohne Antibiotikazusatz. Im Falle 
eines positiven Eregernachweises wurde ein Wachstum von kJeinen Kolonien von 
T. equigenitalis erst ab dem 9. Bebriitungstag beobachtet. In den folgenden 
Subkulturen trat ein Keimwachstum zwischen dem 2. und 5. Bebriitungstag auf. 
Bei der Untersuchung der postmortal entnommenen Organe des Ponyhengstes 2 
waren bei positiven Ergebnissen Bebriitungszeiten von 7 Tagen (Eichelgruben) bis 
9 Tagen (Urethra, Eichel, Penisschaft) bis zum visuellen Wahrnehmbarkeit der auf- 
getretenen kleinen Kolonievariante notwendig. Diese zeigte in der Subkultivierung 
ebenfalls ein Wachstum zwischen dem 2. und 5. Bebriitungstag. 
Die Ergebnisse der postmortalen bakteriologischen Untersuchungen sind in Tabelle 
13 zusammengefaCt. 



Tab. 13: Postmortaler bakteriologischer Nachweis von T. equigenitalis bei zwei 
experimentell infizierten Ponyhengsten 



Untersuchungsmaterial 


Hengst 1 


Hengst 2 


Lnn. inguinales supff. 


0 


0 


Lnn. renales 


0 


0 


Lnn. sacrales intt. 


0 


0 


Lnn. sacrales extt. 


0 


0 


Lnn. coeliaci 


0 


0 


Lnn. ilici medd. 


0 


0 


Lnn. hypogastrici 


0 


0 


Lnn. lumbales aortici 


0 


0 
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Tab. 13 (Fortsetzung): Postmortaler bakteriologischer Nachweis von T. equigeni- 

talis bei zwei experimentell infizierten Ponyhengsten 



Untersuchungsmaterial 


Hengst 1 


Hengst 2 


Niere 


0 


0 


Nierenbecken 


0 


0 


Harnleiter 


0 


0 


Harnblase 


v. 


v. 


Hoden 


V. 


V. 


Nebenhodenkopf 


V. 


V. 


Nebenhodenkorper 


0 


0 


Nebenhodenschwanz 


V. 


V. 


SamenJeiter 


0 


0 


SamenJeiterampullen 


V. 


0 


Prostata 


0 


v. 


Samenblasen 


0 


V. 


Bulbourethraldrlisen 


0 


0 


Urethra (proximaler Abschnitt) 


+ 


0 


Urethra (mittlerer Abschnitt) 


+ 


+ 


Urethra (distaier Abschnitt) 




+ 


Eichel 


S 


+ 


primare Eichelgrube 


+ 


+ 


sekundare Eichelgrube 


+ 


+ 


Praputium 


S 


S 


Penisschaft 


+ 


S 



Legende: 0 Erregernachweis negativ 



+ Erregernachweis positiv 

v. Mikroskopischer Nachweis verdachtiger Kulturen 
S Platten von Sporenbildnern uberwuchert 

4.2.6. Ergebnisse der pathologischen Untersuchungen 

Bei der nach der Euthanasie beider Ponyhengste durchgefuhrten pathologisch-ana- 
tomischen Untersuchungen der auBeren und inneren Geschlechtsorgane sowie der 
Organe des Harnapparates beider Ponyhengste und in der pathologisch- 
histologischen Untersuchen o.g. Organe des Ponyhengstes 1 konnten keine Veran- 
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derungen festgestellt werden. 

Die histopathologische Untersuchung der Ham- und GeschJechtsorgane des Pony- 
hengstes 2 wurden die folgenden pathologischen Veranderungen festgestellt. In der 
Samenblase traten vereinzelte herdfbrmige lympho-histiozytare Infiltrationen auf 
(Abb. 1). 

In den Hoden traten vereinzelt Riesenzellen auf, die Spermiogenese war deutlich 
vermindert (Abb. 2).. Die Nebenhodenkanalchen erwiesen sich in diesem Zusam- 
menhang als teilweise spermienfrei (Abb. 3). 

Im Bereich der distalen Urethra waren Lymphfollikel zu beobachten. Die Unter- 
suchung der sekundaren Eichelgruben ergab subepitheliale lympho-histiozytare 
Infiltrate. 




Abb. 1 : Lympho-histiozytare Infiltrate in der Samenblase (19fache VergroBenmg) 




Abb. 3: Nebenhoden, Kanalchen teilweise spermienfrei (I9fache VergroBerung) 
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4.2.7. Immunhistologischer Nachweis von T. equigenitalis 

In der Untersuchung der Organ- und Gewebsschnitte des Ponyhengstes 2 im EFT 
mit der Doppelmarkierungstechnik traten Fluoreszenzen mit gleicher Localisation 
im Gewebe bei Anregung mit UV-Licht und griinem Licht vereinzelt in den Samen- 
kanalchen der Hoden (Abb. 4, Abb. 5) sowie im Lumen der Samenbtase auf. 
Spezifische Fluoreszenzen waren ebenfalls in den Schleimhautfalten der Eichel und 
der Urethra zu beobachten. Bei der Untersuchung der primaren und sekundaren 
Eichelgruben waren insbesondere in letzteren verstarkt fluoreszierende Bakterien 
zu beobachten. Bei der Anregung des FITC-Konjugates zeigten neben Stabchen 
auch Kokken eine deutliche Membranfluoreszenz, wahrend in der Anregung des 
Rhodaminkonjugates nur Stabchen fluoreszierten. 

Negativ verliefen die immunhistologischen Untersuchungen der regionalen Lymph- 
knoten, der Niere, Harnleiter, Hamblase, Nebenhoden, Samenleiter, der Samen- 
leiterampulle, der Prostata, der Bulbourethraldrusen und des Praputiums. 



Abb. 4: Fluoreszenz im Hodenkanalchen bei der FITC-Anregung (Olimmersion, 
lOOOfache VergroRerung) 
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Abb. 5: Fluoreszenz im Hodenkanalchen bei der Rhodamin-Anregung (gleicher 
Bildauschnitt wie Abb. 4, Olimmersion, lOOOfache VergroGerung) 



4.2.8. Immunserumherstellung im Kaninchen 



Alle drei vakzinierten Kaninchen zeigten einen schnellen Anstieg der 
Antikorpertiter, die nach der Boosterung ein Plateau erreichten (Abb. 6). 

Abb. 6: Verlauf der in der PHA gemessenen Antikorpertiter gegen T. equigenitalis 
im Serum von 3 immunisierten Kaninchen 
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Das gepoolte Kaninchenserum hatte in den angewandten serologischen Nachweis- 
methoden folgende Antikorpertiter gegen T. equigenitalis: OS A 1:128, PHA 
1:1280, SLA 1:320, HT 1:160, KBR 1:512, EFT 1:512. In der OSA trat lediglich 
bei der Verwendung von unverdunnten Serum mit Actinobacillus equuli eine 
Agglutination au£ die jedoch in der nachsthoheren Verdunnungstufe von 1:2 
ausblieb. Gegen alle anderen getesteten Bakterienstamme konnten keine Kreuz- 
reaktionen beobachtet.werden. 



4.2.9. Charakterisierung monoklonaler Antikorper 

Die mit 3 verschiedenen Antigenpraparationen inimunisierten Balb/c-Mause zeig- 
ten 2 Wochen nach der Grundimmunisierung im ELISA Antikorper gegen 
T.equigenitalis. Die Titer stiegen nach den Boosterinjektionen weiter an, erreichten 
ihren Hohepunkt zwischen dem 90. und 130. d.p.vacc. und begannen danach 
wieder zu sinken. Die Tabelle stellt die Titerdynamik dar. 

Tab. 14: Titerverlaufe bei immunisierten Balb/c-Mausen 



d.p.vacc. 


Maus 1 


Maus 2 


Maus 3 


Maus 4 


Maus 5 


Maus 6 


0. 


negativ 


negativ 


negativ 


negativ 


negativ 


negativ 


14. 


1:2560 


1:2560 


1:640 


1:640 


1:320 


1:640 


21. 


1:10240 


1:10240 


1:5120 


1:2560 


1:2560 


1:2560 


35. 


1:5120 


1: 


5120 


1:5120 


1:5120 


1:5120 


1:5120 


70. 


1:10240 


1: 


5120 


1:10240 


1:10240 


1:10240 


1:10240 


90." 


1:10240 


1 


5120 


1:10240 


1:10240 


1:20480 


1 :20480 


110. 


1:10240 


1 


5120 


1:10240 


1:5120 


1:10240 


1:10240 


130. 


1:5120 


1 


:5120 


1:10240 


1:5120 


1:5120 


1:5120 


142. 


1:5120 


1 


:5120 


1:5120 


1:5120 


1:5120 


1:5120 


207. 










1:5120 


1 .2560 


Endtiter 


1:5120 


1:5120 


1:5120 


1:5120 


1:2560 


1:2560 



In den Fusionen, in denen als Fusionspartner die murine Myelomzellinie P3X63- 
Ag8 eingesetzt wurden, konnten keine stabilen antikorperproduzierenden Hybri- 
domzellinien etabliert werden. Demgegenuber wurden in den 3 Fusionen mit der 
Heteromyelomzellinie CB-F7 als Fusionspartner 89 antikorperproduzierende 
Hybridomzellinien etabliert. Aus dieser Gesamtmenge wurden nach der Unter- 
suchung von 45 verschiedenen Klonen im Westemblot die KJone TF I 10D5.TF II 
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8D4, TF III 10G5, TF III 1 1B5,TF III 1 1E5, TF III 7D4, TF III 3G3, TF III 3E8 
auf Grund ihrer unterschiedlichen Reaktion im Immunoblot zu weiteren Charak- 
terisierung ausgewahlt. 

In der Abbildung 7 ist die Immunoblot-Reaktivitat der gegen T. equigenitalis 
gerichteten mAK dokumentiert. Der mAK TF II8D4 zeigte als einziger der ausge- 
wahlten mAK keine eindeutige Reaktion mit einem bestimmten Protein. Der ge- 
samte NC-Streifen (Nr. 9) wurde diffiis angefarbt. Die mitgefuhrte Negativkontroile 
(Nr. 10) sowie die Konjugatkontrolle (Nr. 11) zeigten eine schwache unspezifische 
Reaktion mit einem 19 KD groBen Protein. Diese Reaktion war auf alien NC- 
Streifen vorhanden. 

Abb. 7: Immunoblot-Reaktivitat mAk gegen T. equigenitalis 




Legende: Nr. 1 Molekulargewichtsmarker 7 TFIII 11B5 

2TFI 10D2 8 TFIII3G3 

3 TF III 7D4 9 TF II 8D4 

4 TF III 10G5 10 Kufii 2 

5 TF III 3E8 1 1 Konjugatkontrolle 
6TFIII11E5 12 Mausserum 
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Die Immunglobulinsubklassen, der ELISA- und DFT-Titer der Hybridomauberstan- 
de sowie die relativen Molekulgewichte der im Immunoblot erkannten Proteine 
von T. equigenitalis sind in Tabelle 15 zusammengefaBt. 



Tab. 15: Eigenschaften mAK gegen T. equigenitalis 



mAK 


Immunglobulin- 
subklasse 


Titer 
ELISA / EFT 


Molekiilgewicht der 
erkannten Proteine 


TF I 10D2 


Ig Cha 


1:128/1:10 


13 kD 


TF II 8D4 


IgM 


1:8192/1:320 


keineJReaktion 


TF III 1 1E5 


Ig G2a 


1:8192/1:320 


56 kD 


TFIH11B5 


Ig Cha 


1:8192/1:320 


70 kD, 117 kD 


TF m 10G5 


IgGi 


1:8192/1:10 


35 kD 


TF HI 7D4 


Ig G2a 


1:5121/1:5 


22 kD 


TF m 3G3 


Ig Cha 


1:128/1:10 


47 kD, 70 kD 


TFIH3E8 


IgGi 


1:128/1:10 


47 kD 



Die Untersuchung der selektierten mAk im ELISA hinsichtlich ihrer Fahigkeit, 
unterschiedliche T.-equigenitalis-Isolate zu erkennen, zeigte Unterschiede in der 
Antigenstruktur dieser Spezies. Der T.-equigenitalis-Stamm 1/3 wird vom mAK TF 
CU 11E5 (Abb. 12), der Stamm BW 26 vom mAK TF I 10D5 im ELISA nicht 
erkannt(Abb. 9). Ferner sind neben diesen qualitativen Unterschieden auch quanti- 
tative Unterschiede zu beobachten. Diese deutlichen Unterschiede in den gemes- 
senen Extinktionen traten mit Ausnahme des mAK TF II 8D4 bei alien anderen 
gepriiften mAK in unterschiedlichem AusmaBe au£ Die Ergebnisse der Spezifitats- 
priifung sind in den Abbildungen 9 bis 19 im Tabellenanhang dargestellt. 
In der Priifung moglicher Kreuzreaktionen aller verwendeten mAk mit Vertretern 
verschiedener Bakteriengattungen konnten keine Antigenverwandtschaften 
nachgewiesen werden. Eine Aussage uber mogliche Antigenverwandtschaft von T. 
equigenitalis mit Streptococcus zooepidemicus und Streptococcus equi kann auf 
Grund der in der Abbildung dargestellten unspezifischen Bindung des verwendeten 
Konjugates nicht getroffen werden (Abb. 19). 

Die Ergebnisse der Oberprufung der mAK hinsichtlich ihrer Fahigkeit, 
verschiedene Taylorellenisolate und Vertreter verschiedener Bakteriengattungen im 
ELISA zu erkennen, ist in den Abbildungen 9 bis 16 veranschaulicht. 
Wahrend der als Negativkontrolle eingesetzte mAK Kufu 2 weder mit den 
gepriiften Taylorellenstammen noch mit den anderen Bakterienspezies reagierte, 
zeigte das als Positivkontrolle eingesetzte Mausimmunserum mit der Mehrzahl der 
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eingesetzten Bakterienspezies schwachpositive Reaktionen(Extinktion>300). Die 
starksten Reaktionen traten mit Haemophilus somnus, Micrococcus albus und 
Bordetella bronchiseptica auf (Abb. 17). 

Im EFT zeigten von alien 8 untersuchten mAK lediglich die mAk der Klone TF II 
8D4, TF I IBS und TF III 11E5 eine sehr gute Fluoreszenz bis zu etner 
Verdunnungsstufe von 1:320 (Abb. 8). Die ubrigen mAK reagierten lediglich in 
den Verdunnungsstufen von 1:5 bis 1:10. Die mAK erkannten die im Kultur- 
material vorkommende Stabchenform und kokkoide Form von T. equigenitalis 
gleichermafien. 



Abb. 8: Reaktion des mAK TF III 1 1E5 im IFT 
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5, Diskussion der Ergebnisse 

Ergebnisse der bakteriologischen und klinischen Untersuchungen 

Nach dem Deckakt des Ponyhengstes 1 mit der T.-equigenitalis-positiven 
Ponystute wurde der Erreger in Tupferproben vom Penisschaft, der Harnrohre, der 
Eichelgrube sowie aus dem Vorsekret und Ejakulat isoliert. Ebenfalls gelang es, 
nach dem Deckakt des Ponyhengstes 2 mit der Ponystute T. equigenitalis auf die 
Ponystute zu ubertragen. Damit konnte die wechselseitige Ubertragbarkeit des 
Erregers durch den Deckakt demonstriert werden. 

TAINTURIER et al. (1982a) gelang es ebenfalls, durch den Deckakt T. 
equigenitalis von einer infizierten Stute auf ingesamt 8 Hengste zu ubertragen. 

DaB der Deckakt mit einer infizierten Stute nicht zwangslaufig zur Er- 
regeriibertragung ffihrt, konnten SCHLUTER et al. (1991) in Ubertra- 
gungsversuchen mit Traberhengsten und -stuten nachweisen. Den Autoren gelang 
es nicht, den Erreger bei 2 Hengsten, die eine T.-equigenitalis-positive Stute 
mehrfach gedeckt hatten, nachzuweisen. 

Inwiefern das Haften der Infektion nach der Ubertragung des Erregers rasse- oder 
altersabhangig ist oder ob andere individuelle pradisponierende Faktoren eine Rolle 
spielen, bedarf weiterer Untersuchungen. 

Die haufigsten Nachweise des CEM-Erregers gelangen beim Ponyhengst 1 aus 
dem Vorsekret mit 1 1 positiven Ergebnissen, wahrend die Tupferproben aus der 
Harnrohre lediglich 6 positive Resultate lieferten. Die Ergebnisse der bakteriolo- 
gischen Untersuchungen von Penisschaft und Eichelgrube kommen mit jeweils 10 
positiven Erregernachweisen denen des Vorsekretes gleich. Aus dem Ejakulat ge- 
lang es, bei insgesamt drei entnommenen Proben den Erreger zweimal nachzu- 
weisen. 

Ein vollig anderes Bild hinsichtlich des Verlaufes der bakteriologischen 
Untersuchungen wurde im Versuchsabschnitt II in der bakteriologischen Kontrolle 
des Ponyhengstes 2 beobachtet. Der Erreger konnte aus der Harnrohre trotz der 
intraurethral durchgeflihrten Belastung mit T. equigenitalis aus der Harnrohre 
lediglich am 355. d.p.inf. reisoliert werden. Die Untersuchungen des Ejakulats 
verliefen einmal positiv, die des Vorsekretes ergaben 4 positive Befunde. Mit 
insgesamt 8 Taylorellennachweisen gelangen aus den Eichelgrubentupfern bei 
diesem Tier die haufigsten Erregernachweise, wogegen in den Tupferproben vom 
Penisschaft das CEM-Bakterium uber die gesamte Versuchsdauer von 433 Tagen 



-74- 



nicht nachgewiesen werden konnte. 

Die negativ verlaufenen Erregernachweise aus den Penisschafttupfern konnten mit 
dem vom Versuchsabschnitt I abweichenden Infektionsmodus axisammenhangen, 
da beim naturiichen Deckakt der gesamte Penisschaft des Ponyhengstes 1 mit der 
taylorellenbehaften Vaginalschleimhaut in Kontakt kam, wahrend der Ponyhengst 2 
intraurethral infiziert wurde. 

TAINTURIER et al. (1982a) konnten bei ingesamt 3 intraurethral infizierten Pony- 
hengsten den Erreger ebenfalls nicht vom Penisschaft isolieren. 

Die Gegenuberstellung der positiven Untersuchungsergebnisse von beiden Pony- 
hengsten zeigt, daB es hinsichtlich einer hohen Nachweissicherheit des direkten 
Erregernachweises keinen Ort am auBeren Hengstgenitale gibt, von dem der Erre- 
ger beliebig reproduzierbar angezuchtet werden kann, obwohl T. equigenitalis in 
der Summe beider Versuchsabschnitte am haufigsten aus Tupferproben der Eichel- 
grube reisoliert wurde. Erst die Untersuchung der Gesamtheit aller fur den Erre- 
gernachweis in Frage kommenden Proben (Tupferproben vom Penisschaft, der 
Eichelgrube, der Harnrohre sowie das Vorsekret und Ejakulat) bietet die beste 
Vorraussetzung flir einen erfolgreichen Nachweis von T. equigenitalis. 
PLATT et al. (1978) beschrieben einen dem Versuchsabschnitt II ahnlichen Verlauf 
der bakteriologischen Reisolation bei 4 artifiziell infizierten Ponyhengsten. Die 
Autoren konnten die hochsten Nachweisquoten von T. equigenitalis aus Tupfer- 
proben der Eichelgruben erzielen, wohingegen die bakteriologischen Unter- 
suchungen der Penisschaftproben am haufigsten negativ verliefen. 
LORIN et al. (1984) gelang es, in bakteriologischen Untersuchungen aus Proben- 
material von 11 naturlich infizierten Hengste llmal den Erreger in den Tupfer- 
proben der Eichelgrube nachzuweisen, wahrend sich nur 4 Proben aus der Harn- 
rohre und je eine Probe des Penisschaftes bzw. des Ejakulates als positiv erwiesen. 

Die in eigenen Reisolationsversuchen erzielten wie auch die in der Literatur darge- 
steilten Ergebnisse hinsichtlich der hohen Nachweisraten von T. equigenitalis aus 
Eichelgrubentupfern unterstiitzen die durch SIMPSON und EATON-EVANS 
(1978) und HAZARD et al. (1979) formulierte Hypothese, daB die Eichelgruben 
des Hengstes als anatomisches Analogon zum Klitorissinus der Stute der Haupt- 
kolonisationsort beim Hengst ist. 

Die stets smegmagefullten sekundaren Eichelgruben bieten mit ihrem sauerstofF- 
armen und feuchten Milieu T. equigenitalis ideale Nischen zur Kolonisation. 
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Die bis zum 173. d.p.inf beim Ponyhengst 1 bzw. bis zum 389. d. p. inf. beim 
Ponyhengst 2 dauerade Persistenz von T. equigenitalis unterstreicht die bereits 
durch TIMONEY und POWELL (1982) bzw. TIMONEY und STRICKLAND 
(1982) aufgezeigte Moglichkeit der mehrmonatigen Erregerpersistenz. 
DaB nach der Infektion des Hengstes mit dem CEM-Erreger auch eine schnelle 
Keimelimination eintreten kann, zeigt ein Infektionsversuch durch TAINTURJER 
et al. (1982a), denen es lediglich am 9. d.p.inf. bei einem intraurethral infizierten 
Ponyhengst gelang, positive Erregernachweise zu erzielen. Weitere Erregernach- 
weise verliefen negativ. 

Die bei Ponyhengst 1 erzielten positiven Ergebnisse der bakteriologischen Unter- 
suchung des Vorsekretes am 15. d.p.inf und des Vorsekretes und Ejakulates am 
1.73.d.p.inf. sowie die ebenfalls positiven Erregernachweise am 333. und 351. 
d.p.inf aus dem Vorsekret und am 398. d.p.inf aus dem Ejakulat des Pony- 
hengstes 2 bei gieichzeitig negativen bzw. verdachtigen Ergebnissen der unter- 
suchten Tupferproben von Penisschaft, Eichelgrube und Hamrohre unterstiitzen 
die von SCHLUTER et al. (1990) geauBerte Vermutung uber eine mogliche Be- 
siedlung der inneren Geschlechtsorgane des Hengstes durch T. equigenitalis. Die 
Autoren formulierten diesen Verdacht auf Grund von Erregernachweisen im 
Vorsekret und Sperma bei gieichzeitig negativen Ergebnissen von Tupferproben 
der auBeren Genitalien eines naturlich infizierten Hengstes nach insgesamt 8 
Behandlungszyklen. 

Die bei der bakteriologischen Untersuchung der von beiden Ponyhengsten entnom- 
menen Proben beobachtete Reduktion der gewachsenen T.-equigenitalis-Kolonien 
sowie die Transformation des Kolonietypes vom groBen, schnellwachsenden zum 
kleinen, langsam wachsenden Kolonietyp muB mit der durch SWERCZEK 
(1979c), DOLAN et al. (1984) und VAISSAERJE (1986) beschriebenen 
Hemmwirkung der physiologischen Bakterienflora und dem symptomlosen Verlauf 
der CEM-Infektion beim Hengst im Zusammenhang gesehen werden. 
Da in der Literatur keine Angaben uber die Transformation des Koloniewachstums 
von T. equigenitalis in Kulturen vom Hengst existieren, kann lediglich auf Ver- 
offentlichungen uber Infektionsversuche bei Stuten verwiesen werden. 
KANEMARU et al. (1988) infizierten Vollblut- und Ponystuten mit Kulturmaterial 
bestehend aus der groBen Kolonievariante bzw. aus der kleinen Kolonievariante. 
Dabei zeigte die mit dem groBen Kolonietyp infizierten Stuten CEM-typische 
Symptome (Endometritis, Zervicitis, Vaginitis), wahrend die mit dem kleinen Kolo- 
nietyp infizierten Stuten keinerlei Reaktion zeigten. 
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SAHU und WEBER (1982) inokulierten drei Ponystuten Kulturmaterial vom 
kleinen Kolonietyp und beschrieben eine von der Schnelligkeit der Transformation 
vom kleinen zum groBen Kolonietyp bestehende Abhangigkeit der Schwere der 
klinischen Symptome. Wahrend bei der 1. Ponystute bereits am 3. d.p.inf. fast 
ausschlieBUch groBe Kolonien beobachtet wurden, dauerte die Transformation bei 
den anderen beiden Ponystuten bis zum 14. d.p.inf. Dementsprechend waren nur 
bei der ersten Ponystute stark ausgepragte CEM-Symptome zu beobachteten. 
Ausgehend von dem Wachstum des kleinen Kolonietypes bei der bakteriologischen 
Untersuchung des Ponyhengstes 2 am 351. d.p.inf. ist anzunehmen, daB durch den 
Deckakt des Ponyhengstes mit der Ponystute ausschlieBUch langsam wachsende 
Taylorellen auf den Genitalapparat der Stute ubertragen wurden. Obwohl bereits 
am 3 d p inf aus Uterus- und Zervixtupfem groBe TayloreUenkolonien ange- 
zuchtet werden konnten, zeigte tfie Ponystute lediglich eine leicht verstarkte 
Exsudation. Dieser mit den o.g. Ergebnissen von SAHU und WEBER (1982) nicht 
ubereinstimmende klinische Verlauf der Infektion bei der Stute laBt sich mit der bei 
dem Deckakt stattgefundenen Reinfektion der Ponystute erklaren. In den Unter- 
suchungen von TIMONEY et al. (1979c), SAHU et al. (1980) und FRffiDRICH 
(1989) zeigten reinfizierte Ponystuten keine oder nur sehr milde khmsche 
Symptome nach der Taylorelleninokulation. 

Da der im Verlaufe der bakteriologischen Untersuchungen aufgetretene kleine Ko- 
lonietyp von T. equigenitalis von ebenfalls sehr langsam wachsenden Begleit- 
keimen insbesondere coryneformen Keimen, morphologisch schwer zu unter- 
scheiden war und demzufolge die zur Diagnose von T. equigenitalis erforderliche 
Subkultivierung zur Erzielung von TayloreUenreinkulturen stark behindert bzw. 
z.T. unmogUch gemacht wurde, erofihen die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten 
mAk neue Moglichkeiten in der Identifizierung von verdachtigem Kulturmaterial. 
KANEMARU et al. (1988) und KAMADA et al. (1987) beschreiben ebenfalls 
Probleme in der Identifizierung des kleinen Kolonietyps des CEM-Erregers auf 
Grund der ahnlich geringen Wachstumgeschwindigkeit von verschiedenen Begleit- 
keimen. 

Uber die Ursache des positiven Erregernachweises am 333. d.p.inf. nach der vom 
131. d.p.inf. bis 319. d.p.inf. dauernden Phase mit negativen bzw. verdachtigen 
Untersuchungsergebnissen lassen sich nur Vermutungen ansteUen. Der zum bak- 
teriologischen Nachweis von T. equigenitalis notwendige Gehalt an Erregern im 
Genitaltrakt des Hengstes konnte aus den als sexuelle Belastung anzusehenden 
wiederholten Absamungen das Ponyhengstes resultieren. Inwieweit dabei 
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Veranderungen im Hormonstatus bzw. Veranderungen in der physiologischen 
Genitalflora eine Rolle spielen, bedarf weiterer Untersuchungen. 
Die zwischen 2 (groCer Kolonietyp) und 9 Tagen( kleiner Kolonietyp) liegende 
Wachstumzeit der Taylorellenkolonien weist auf den moglichen Zeitaufwand beim 
Nachweis von T. equigentalis aus Tupferproben von Hengsten bin. Die in den 
Primarisolationsversuchen von WARD et al. (1984) bei 39 % der Isolate notwen- 
dige Inkubationszeit betrug ebenfalls mehr als 6 Tage. 

In beiden Versuchsabschnitten traten bei beiden Ponyhengsten keine klinische 
Symptome, die mit der T.-equigenitalis-Infektion in Verbindurjg stehen konnten, 
auf. 

Diese Beobachtungen decken sich bis auf eine Publikation von LORIN et al. 
(1984) mit dem im internationalen Schrifttum beschriebenen symptomlosen Verlauf 
der CEM beim Hengst (PLATT et al. 1978, TAYLOR et al. 1978, TAINTURIER 
et al. 1979, 1981a, 1982a, ECKSTEIN 1983, ODA et al. 1983, VAISSAIRE et al. 
1986, 1987, KOHLER 1987). 

LORIN et al. (1984) beobachteten bei einem infizierten Hengst eine einseitige, 
hochgradig schmerzhafle, indurierende und therapeutisch gut beeinfluBbare Orchi- 
tis, bei gleichzeitigem Nachweis von Mykoplasmen im Ejakulat. Die Frage, auf 
welchen der beiden genannten Erreger dieses Krankheitsbild atiologisch jedoch 
zuruckzufuhren ist, bleibt jedoch ofifen. 

Ergebnisse der hamatologischen und serologischen Untersuchungen 

In der hamatologischen Uberwachung beider Ponyhengste konnten uber den 
gesamten Versuchzeitraum im roten und weiBen Blutbild Ergebnisse ermittelt 
werden, die mit einigen Ausnahmen in den Grenzen der von KOLLAKOWSKI und 
KELLER (1990) und KCEFERNDORF und KELLER (1990) ermittelten Norm- 
werte liegen. Beim Ponyhengst 1 trat am 7. d.p.inf. eine Leukopenie mit Links- 
verschiebung auf, die aus einer Auseinandersetzung der zellularen Abwehr des 
Organismus mit einem Antigen resultieren kann. Die beim zweiten Ponyhengst am 
240. d.p. inf. nachgewiesene Leukopenie mit Linksverschiebung ist weniger mit der 
T.-equigenitalis-Infektion als vielmehr mit der am 237. und 238. d.p.inf. 
aufgetretenen leichten Kolik in Zusammenhang zu sehen. 

Die Ergebnisse der hamatologischen Untersuchung unterstreichen den Charakter 
der CEM, als eine lokale Infektion der Genitalschleimhaute und stehen im Einklang 
mit der bei beiden Ponyhengsten wahrend des gesamten Versuchszeitraumes, mit 
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Ausnahme der leichten Kolikerkrankung des Ponyhengstes 2, unbeeintrachtigten 
klinischen Verfassung. 

Die serologischen Reaktionen in der SLA , dem HT und EFT bei beiden Versuchs- 
hengsten sind als unspezifische Reaktionen anzusehen. 

Die im EFT bei beiden Hengsten bis zu einer Serumverdunnung von 1:10 sind nach 
den Untersuchungen von TAINTURDER et al. (1981b) als negativ zu bewerten. 
Die genannten Autoren wiesen fluoreszierende Antikorper bei Pferden (Stuten und 
Hengste) ohne jeglichen Kontakt mit T. equigenitalis bis zu einer Serumver- 
dunnung von 1:10 nach und legten nach Vergleich dieser Seren mit Seren von infi- 
zierten Stuten die Titergrenze fur den EFT bei einer Titerstufe von 1:20 fest. 
Die Tatsache, daB bereits am Tag der Infektkm der Ponyhengst 1 in einer Serum- 
verdunnung von 1 : 10 im EFT reagierende Antikorper hatte, spricht fur die Richtig- 
keit dieser Festlegung. Die von TAINTUREER et al. (1981a) im Serum zweier arti- 
fiziell infizierter Ponyhengste in der Serumverdunnung von 1:5 und 1:10 beobach- 
teten fluoreszierenden Antikorper wurden ebenfalls als negative Reaktion ange- 
sehen. 

Die in der SLA und dem HT zu beobachtenden Agglutinationsreaktionen in den 
Serumverdunnungsstufen sind in Hinblick auf das internationale Schrifttum 
ebenfalls als negativ einzuordnen. 

BENSON et al. (1978) und DAWSON et al. (1978) betrachteten nach serolo- 
gischen Untersuchungen Agglutinationsreaktionen in der SLA ab einer 
Serumverdunnung von 1:80 als positiv. 

MACMILLAN und KIDD (1986) fanden gleichartige Agglutinationsreaktionen in 
Pferdeseren, ohne dafl ein CEM-Kontakt dieser Tiere bekannt war. Von den ge- 
testeten Seren reagierten 86 %, davon 19% in Serumverdunnungen von 1:40 und 
daruber. Diese positiven Reaktionen konnten im Coombs-Test nicht verstarkt wer- 
den und enviesen sich gegenuber 2-Merkapto-Ethanol sensibel. Aus diesen Griin- 
den wurden die positiven Agglutinationsreaktionen auf die unspezifische IgM- 
Bindung zuruckgefiihrt. 

Obwohl positive Antikorpernachweise in der KBR durch PITRE et al. (1979) und 
in der PHA durch SCHLUTER et al. (1990) bei bakteriologisch positiven 
Hengsten gelangen, konnten im durchgefiihrten Infektionsversuch bei beiden Pony- 
hengsten auch mit diesen serologischen Nachweisverfahren keine Serumantikorper 
nachgewiesen werden. 
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Ergebnisse der postmortalen Untersuchungen 

In den postmortalen bakteriologischen und immunhistologischen Untersuchungen 
konnte T. equigenitalis aus den regionalen Lymphknoten weder kulturell noch 
immunhistologisch nachgewiesen werden. 

Da gleichartige Untersuchungen am Hengst bisher nicht durchgefuhrt wurden, 
kann lediglich auf die Ergebnisse von ACLAND et al. (1983) verwiesen werden, 
die das CEM-Bakterium in den zum Genitaltrakt der Stute gehorenden Lymphkno- 
ten fluoreszenzserologisch nachwiesen und daraus die Grundlage fur die serolo- 
gische Reaktion der Stute ableiteten. 

Die negativ veriaufenen bakteriologischen Untersuchungen von Niere, Nieren- 
becken, Harnleiter, Nebenhodenkorper, Samenleiter und Bulbourethraldrusen 
konnten durch negativ verlaufene immunhistologische Ergebnisse erhartet werden. 

In den Kulturen, die von den Harnblasen, Hoden, Nebenhodenkopfen, Nebenho- 
denschwanzen beider Ponyhengste sowie in den Samenleiterampullen des Pony- 
hengstes 1 und der Prostata und Samenblase des Ponyhengstes 2 angelegt wurden, 
gelang es nach der Anfertigung von Grampraparaten von verdachtigem Koloniema- 
terial vereinzelte zarte gramnegative, morphologisch fur T. equigenitalis 
sprechende Stabchen bzw. kokkoide Bakterien nachzuweisen. Da die weitere Kul- 
tivierung dieser Bakterien miBlang und in immunhistologischen Untersuchungen 
positive Ergebnisse lediglich bei der Untersuchung des Hodens und der Samenblase 
des Ponyhengstes 2 beobachtet wurden, lassen sich uber die Identitat der mikros- 
kopisch in den o.g. Organen nachgewiesenen gramnegativen Bakterien nur Ver- 
mutungen anstellen. 

Neben der Moglichkeit, daB es sich bei den beobachteten Bakterien tatsachlich urn 
Taylorellen gehandelt hat, die sich in den Organen mit verdachtigen bakteriolo- 
gischen Befiinden auf einem quantitativ sehr niedrigen Niveau angesiedelt hatten, 
sind in Auswertung der Literatur auch andere Bakterienspezies in die different ial- 
diagnostischen Uberlegungen einzubeziehen. 

Nach MACKINTOSH (1981) sind andere mikroaerophil wachsende gramnegative 
zarte Stabchen oder kokkoide Bakterien, wie Haemophilus-, Neisseria-, Branha- 
mella und Bordetellaspezies, in den differentialdiagnostischen Betrachtungen zu 
beriicksichtigen. Diese genannten Arten wurden aber bisher nur sehr selten von 
Stuten isoliert. Die beim Hengst auf den Schleimhauten des Genitaltraktes auftre- 
tende Spezies Moraxella urethralis la(3t sich trotz ihres gramnegativen Farbever- 
haltens auf Grund der mikroskopisch zu beobachtenden Anordnung in Ketten- oder 
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Diploform gut von T equigenitalis abgrenzen. 

Die positiven postmortalen Erregernachweise in der gesamten Urethra, den 
primaren und sekundaren Eichelgruben, der Eichel und dem Penisschaft zeigea, 
daB beim Hengst in erster Linie das auBere Genitale besiedelt werden. Ausgehend 
von der in den pra- und postmortalen bakteriologischen Untersuchungen 
gemachten Beobachtungen uber das Niveau der Taylorellenkolonisation werden 
die primare und die sekundaren Eichelgruben als Hauptkolonisationsort bestatigt. 
Die Erregerbesiedlung der Urethra, der aufieren Schleimhaut der Eichel und des 
Penisschaftes verlauft dabei auf einem niedrigen quantitativen Niveau. 

Der mikroskoprsche Nachweis zarter gramnegativer Stabcben und kokkoider 
Bakterien in der postmortalen bakteriologischen Untersuchung des Hodens sowie 
das vereinzelte Auftreten spezifischer, fur eine Bindung von Antikorpern des 
Kaninchenimmunserums und des mAK TF III 1 1E5 sprechender Fluoreszenzen an 
antigenhaltige Strukturen im Lumen der Hodenkanalchen im EFT weisen auf eine 
jedoch quantitativ geringe Ansiedlung des CEM-Erregers in den Hoden des Pony- 
hengstes 2 hin. 

Da durch LAP AN (1990) nach der in-vitro-Einwirkung der Extrakte von 56 T- 
equigenitalis-Stammen auf Vero- und Yl-Zellen morphologische Veranderungen 
beobachtet wurden, sind durch T. equigenitalis gebildete Zytotoxine als Ursache 
fur die degenerativen Veranderungen am Keimepithel in Betracht zu ziehen. 
Die im immunhistologischen Erregernachweis in der Samenblase beobachteten 
Fluoreszenzen mit gleicher Lokalisation bei der Anregung mit grunem bzw. ultra- 
violettem Licht, die aus einer Bindung von Antikorpern des Kaninchenimmun- 
serums und des verwendeten mAK resultieren, konnen als Bestatigung des in der 
bakteriologischen Untersuchung dieser akzessorischen Gechlechtsdnise ausge- 
prochenen Verdachts hinsichtlich einer Kolonisation von T. equigenitalis betrachtet 
werden. Das quantitative Niveau der Erregeransiedlung ist, wie beim Hoden als 
sehr gering einzuschatzen. 

Aus der Analyse der Literatur heraus existieren ebenfalls mehrere Hinweise uber 
eine mogliche Besiedlung der akzessorischen Geschlechtsdriisen durch T. equigeni- 
talis. 

In Untersuchungen uber Virulenzfaktoren des CEM-Erregers durch LAP AN 
(1990) war es moglich, die Fahigkeit einer D-Mannose-resistenten Adhasion bei 
47,3% der 56 gepniften T.-equigentalis-Stamme nachzuweisen. Die nachgewiesene 
Adhasionsfahigkeit, die bei einer Vielzahl von schleimhautbesiedelnden pathogenen 
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Bakterien vorhanden ist, ware in diesem Zusammenhang als Grundvoraussetzung 
einer Besiedlung der Genitalschleimhaute durch T. equigenitalis anzusehen. 
Ein weiterer Hinweis ist die von PAAR (1990) im ELISA in 98,8 % der unter- 
suchten Vorsekrete nachgewiesene IgA-Aktivitat gegen T. equigenitalis. Diese 
kann aus der Besiedlung der Schleimhaute des Genitalapparates durch T. equigeni- 
talis resultieren. 

In der Literatur existieren lediglich durch PL ATT et al. (1978) Ergebnisse post- 
mortaler bakteriologischer Untersuchungen an einem am 22. d.p.inf euthanasierten 
Ponyhengst. Die Autoren isolierten das CEM-Bakterium aus der distalen Urethra, 
der primaren Eichelgrube und dem Praputium und schlossen aus ihren Ergebnissen, 
daB eine aszendierende Taylorelleninfektion nichr stattgefiinden hatte. 

In der pathologisch-anatomischen Untersuchung der entnommenen Organe der 
beiden Ponyhengste waren keine pathologischen Veranderungen an den auBeren 
und inneren Abschnitten des Geschlechtsapparates und an den Teilen des 
Harnapparates zu beobachten. In der histopathologischen Untersuchung der 
Organe genannter Organsysteme waren beim Ponyhengst 1 ebenfalls keine 
Hinweise auf entziindliche Veranderungen zu beobachten. 

Diese Ergebnisse entsprechen denen von PLATT et al. (1978) an einem mit T. 
equigenitalis infizierten und am 22. d.p.inf. euthanasierten Ponyhengst. Die Auto- 
ren beschreiben lediglich eine milde nichtspezifische testikulare Degeneration. 

Kontrar zu den Ergebnissen der histopathologischen Untersuchungen des 
Ponyhengst es 1 wurden bei gleichartigen Untersuchungen am 2. Ponyhengst 
abweichende Befunde in den Hoden, Nebenhoden, Samenblasen, im Bereich der 
Urethra und der sekundaren Eichelgruben erhoben. Die bei Ponyhengst 2 im 
Hoden histopathologisch nachweisbaren vereinzelten Riesenzellen mussen in 
Zusammenhang mit der zu beobachtenden verringerten Spermiogenese gesehen 
werden. 

Nach SEFFNER (1986) und SCHULZ (1991) treten Riesenzellen bei Storungen 
der Spermiogenese nach der Einwirkung unterschiedlicher Noxen infolge Meiose- 
storung mit Bildung hyperploider Riesenzellen auf. Einer dieser atiologischen Fak- 
toren konnen Bakterien sein. 

Die abschnittsweise spermienfreien Nebenhodenkanalchen sind deshalb als Konse- 
quenz der verminderten Spermiogenese anzusehen. 

Die beim zweiten Ponyhengst in den Samenblasen, subepithelial im Bereich der 
Urethra und der sekundaren Eichelgruben gefundenen histopathologischen Veran- 
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derungen in Form lokaler lympho-histiozytarer Infiltrate im Interstitium der Drusen 
weisen auf eine Auseinandersetzung des lokalen Immunsystems mit einem Antigen 
hin. 

Da jedoch T. equigenitalis in der Samenblase und im Hoden nur immunhistologisch 
nachweisbar war, ist die Wahrscheinlichkeit, daB das CEM-Bakterium fur die 
Veranderungen in diesen beiden Organen verantwortlich war, gering. 

Immunserumherstellung im Kaninchen 

Mit dem zur Immunisierung venvendeten Antigen konnte in Verbindung mit dem 
applizierten Adjuvans ein hoher Serumantikorpertiter bei alien 3 immunisierten 
Kaninchen induziert werden. 

In. der Spezifitatsprufiing mit der OS A agglutinierte das unverdunnte Sammelseram 
lediglich mit Actinobacillus equuli. Trotzdem fiel in der immunhistologischen 
Untersuchung der Eichelgruben mit der Doppelmarkierungstechnik au£ daB in der 
FITC-Anregung neben stabchenfbrmigen Bakterien auch Kokken reagierten, 
wahrend in der Rhodaminanregung ausschlieBlich Stabchen fluoreszierten. Diese 
Beobachtung laBt auf eine unspezifische Reaktion des Immunserums im EFT mit 
kokkenfbrmigen Bakterien schlieBen. Da diese Bakterien nicht vom venvendeten 
mAK erkannt wurden, der mAK jedoch bei der Verwendung von Kulturmaterial 
sowohl mit stabchenfbrmigen wie auch mit kokkoiden Formen von T. equigenitalis 
reagierte, ist demzufolge auszuschlieBen, daB es sich bei den vom 
Kaninchenimmunserum erkannt en Kokken um kokkoide Formen von T. 
equigenitalis handelt. 

Uber Kreuzreaktionen von Immunseren, die im Kaninchen gegen T. equigenitalis 
hergestellt wurden, liegen in der Literatur verschiedene Ergebnisse vor, die im 
Zusammenhang mit der Spezifitat der mAk diskutiert werden. 

Ergebnisse der Charakterisierung mAk gegen T. equigenitalis 

Die gegen T. equigenitalis gerichteten mAk (auBer TF II 8D4) erkennen im 
Westernblot nach der Auftrennung in der SDS-PAGE unter nichtreduzierenden 
Bedingungen Proteine mit einem relativen Molekulargewicht von 13, 22, 35, 47, 
56, 70 und 117 kD des zur Immunisierung venvendeten Taylorellenstammes. 
Dabei werden von den mAK TF III 11B5 und TF III 3G3 jeweils 2 Proteine im 
Bereich von 70 und 1 17 kD bzw. 47 und 70 kD erkannt. 

Die in der Literatur vorliegenden Ergebnisse iiber immunogen wirkende 
AuBenmembranproteine beruhen in erster Linie auf Untersuchungen unter 
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Verwendung polyklonaler Kaninchenimmunseren und Seren infizierter Pferde. 

LAP AN (1990) wies im Westemblot mit einem polyklonalen Kaninchenseaim nach 
SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen verschiedene immunogene Proteine 
im Molekulargewichtsbereich von 14 bis 130 kD bei alien der 56 untersuchten T.- 
equigenitalis-Stamme nach. Da die Autorin jedoch keine Molekulargewichte der 
einzelnen vom Immunserum erkannten Proteine angibt, kann der Vergleich mit den 
eigenen Ergebnissen nur uber Schatzungen erfblgen. Demnach wurden ein 14-, 22- 
39-, 43-, 45-, 48-, 53-, 57- und 130-kD-Protein durch das Kaninchenseaim 
erkannt. 

SUGIMOTO et al. (1988) isolierten die AuBenmembran von T. equigenitalis und 
ermittelten in der SDS-PAGE unter nichtreduzierenden Bedingungen 
Hauptproteine mit einem Molekulgewicht von 15, 27, 33, 41, 48, und 50 kD. Die 
Autoren konnten mit dem Westemblot in der Gegenuberstellung der Reaktion der 
Seren von Stuten, die vor und nach der T.-equigenitalis-Infektion entnommen 
wurden, eine fur die Infektion mit T. equigenitalis spezifische Reaktion des 41-kD- 
Proteins nachweisen. 

Da im ELISA natives Antigenmaterial verwendet wurde, erfolgte die Selektion der 
antikorperproduzierenden Hybridomzellen hinsichtlich der Fahigkeit der murinen 
Antikorper, immunogen wirkende Oberflachenstrukturen von T. equigenitalis zu 
erkennen. Mit Hilfe der mAK TF III 11E5 und TF I 10D5 gelang es, erstmalig 
Unterschiede in der Antigenstruktur verschiedener T.-equigenitalis-Isolate nachzu- 
weisen. Der mAk TF III 11E5 reagierte nicht mit dem nach LAP AN (1990) zur 
DNA-Fingerprint-Gruppe I gehorenien Taylorelienstamm 1/3 im ELISA, wahrend 
alle anderen untersuchten Stamme nit r^r geringen qaantitariven Unterschieden in 
der gemessenen Extinktion durch den Antikorper erkannt wurden. Desweiteren 
wurde der Taylorellenstamm BW/26 vom mAK TF I 10D5 ebenfalls im ELISA 
nicht erkannt. Die ubrigen getesteten T.-equigenitalis-Isolate erkannte der mAK TF 
I 10D5, es waren aber deutliche Unterschiede in der gemessenen Extinktionen zu 
verzeichnen. 

Die anderen 6 selektierten mAK wurden zwar von alien gepriiften Tay- 
lorellenstammen gebunden, es traten jedoch zum Teil sehr deutliche Differenzen in 
den gemessenen Extinktionen auf. Da im verwendeten Testsystem gleiche Antigen- 
und Antikorpermengen eingesetzt wurden, weisen diese Differenzen auf 
quantitative wie auch qualitative Unterschiede in der Zusammensetzung der durch 
die mAk erkannten Epitope hin. Der quantitative Unterschied zwischen den T.- 
equigenitalis-Isolaten konnte in einer zahlenmafiig unterschiedlichen Exprimierung 
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bestimmter Epitope bestehen, wahrend qualitative Differenzeh auf eine 
unterschiedliche Affinitat der mAK zu den der erkannten Epitope der einzelnen 
gepruften T.-equigenitalis-Stamme zuruckzufiihren waren. 

In der zur Verfiigung stehenden Literatur liegen Angaben iiber ahnliche 
Untersuchungen mit mAK bisher nicht vor. 

In vergleichenden Untersuchungen durch LAP AN (1990) wurden mittels SDS- 
PAGE 56 T.-equigenitalis-Stamme hinsichtlich ihres Proteinmusters verglichen. 
Alle gepruften Stamme zeigten dabei weder qualitative noch quantitative 
Unterschiede im Proteinmuster. 

In bisher durchgefuhrten immunologischen Studien uber die Antigenzu- 
sammensetzung des CEM-Erregers wurden Iediglich polyklonale Immunseren vom 
Kaninchen verwendet, die so wo hi in der SLA, der Co- Agglutination, wie auch der 
OS A keine immunologischen Unterschiede zwischen den getesteten Taylorella- 
Stammen erkennen lieBen (TAYLOR et al. 1978, KITZROW et al 1979, 
DABERNAT et al. 1980b, MAZUROWA 1985, KAMADA et al. 1987, SELBITZ 
et al. 1987). 

Im EFT konnten TER LAAK und WAGENAARS (1990) unter Verwendung eines 
Immunserums von der Ziege bei keinem der 20 gepruften T.-equigenitalis-Stamme 
serologische Unterschiede beobachten. 

CORBEL und BREWER (1982) wiesen mit polyklonalem Kaninchenimmunserum 
an Ultraschall- und Phenolextrakten von 5 T.-equigenitalis-Stammen in der 
Immunelektrophorese 1 1 prazipitierende Antigene mit Proteincharakter nach, ohne 
daJ3 dabei Unterschiede zwischen den verwendeten Isolaten erkennbar waren. 
LAP AN (1990) gelang es ebenfalls nicht, mit einem in Kaninchen erzeugten 
Immunserum im Immunoblot Unterschiede in der Antigenstruktur von 56 Isolaten 
nachzuweisen. 

Aus der ELISA-Reaktion der mAK mit den Vertretern der nach LAP AN (1990) 
nachgewiesenen Genomgruppen konnten bisher keine Beziehungen zwischen 
Genomgruppe und Reaktion des mAK aufgezeigt werden. Die Frage, inwieweit die 
unterschiedlichen Reaktionen der selektierten mAk mit den gepruften T.-equigeni- 
talis-Isolaten zur Einteilung von T.-equigenitalis-Stammen in verschiedene Anti- 
gengruppen herangezogen werden konnen, bleibt offen. Um die Moglichkeit der 
Nutzung der mAk als epidemiologische Marker zu priifen, ist die Testung ihrer 
Reaktion mit einer groBeren Anzahl vori T.-equigenitalis-Stammen notwendig. 

Die fehlende Reaktion des mAK TF II 8D4 im Immunoblot kann verschiedene 
Ursachen haben, die in weiteren Untersuchungen ermittelt werden muOten. Eine 
der moglichen Ursachen ware, da(3 dieser mAK ein diskontinuierliches Epitop 
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erkennt, d.h. ein Epitop auf der Zellmembranoberflache, welches nach der 
denaturierenden Behandlung der Bakterienzellen mit SDS aufgrund der Zerstorung 
der Tertiarstrukur seine antigenen Eigenschaften verliert. Eine weitere Moglichkeit 
ware, daB dieser Antikorper gegen in Zellwanden gramnegativer Bakterien stark 
vertretene Lipopolysaccharide (LPS) gerichtet ist, 

DaB LPS an der von T. equigenitalis erzeugten Immunreaktion beteiligt sind, konn- 
te durch Untersuchungen von CORBEL und BREWER (1982) und SUGIMOTO 
et al. (1988) nachgewiesen werden. CORBEL und BREWER (1982) wiesen mit 
einem Kaninchenimmunserum ein LP S-Protein- Antigen und ein Polysaccharid- 
Antigen nach. SUGIMOTO et al. (1988) wiesen in der Kreuzimxnunelektrophorese 
mit Seren infizierter Stuten ein auf der AuBenmembran lokalisiertes immunogen 
wirkendes LPS und eine ebenfalls immunogen wirkende Nicht-LPS-Komponente 
nach, die nach Meinung der Autoren den von CORBEL und BREWER (1982) 
nachgewiesenen Komponenten entsprechen. 

In der Abklarung moglicher Kreuzreaktionen der selektierten 8 verschiedenen 
mAK mit Vertretern unterschiedlicher Bakteriengattungen traten im ELISA keine 
spezifischen immunologischen Reaktionen auf, wobei eine Aussage iiber Antigen- 
gemeinschaflen von T. equigenitalis mit Streptococcus equi bzw. Streptococcus 
zooepidemicus auf Grund der unspezifischen Bindung des benutzten POD-Konju- 
gates durch die letztgenannten Bakterienspezies nicht getrofFen werden kann. 
In der Literatur wird wiederholt von verschiedenen Autoren uber Kreuzreaktionen 
von gegen T. equigenitalis erzeugten Immunseren mit verschiedensten Bakterien 
berichtet, bzw. aus den immunologischen Reaktionen humaner und boviner Seren 
mit T. equigenitalis auf Antigengemeinschaften zwischen dem CEM-Erreger und 
anderen im humane:: bzw. bovinen Genitaltrakt vorkommenden Bakterien ge- 
schlossen wurde. 

TAYLOR et al. (1978) wiesen mit einem Immunserum von Kaninchen in der 
Rohrchenagglutination in einer Serumverdunnung von 1:10 bis 1:20 Kreuz- 
reaktionen mit Brucella abortus, Pasteurella multocida, Haemophilus influenzae, 
Yersinia pseudotuberculosis und Yersinia enterocolitica nach. Das Serum reagierte 
ebenfalls in der OS A unverdunnt mit Moraxella osloensis (NCTC 10465) und 
Actinobacillusspezies (NCTC 10803) bzw. bis zu einer 1:2 Verdunnung mit Hae- 
mophilus influenzaemurium (NCTC 11135), Neisseria elongata subspezies 
glycolytica (NCTC 1 1050) und Pasteurella pneumotropica (NCTC 10609). NEILL 
et al. (1984) beschrieben Agglutinationen eines unverdiinnten Immunserums vom 
Kaninchen mit Actinobacillusspezies NCTC (10802) und Acinetobacter lwoffi, 
einem Bakterium, welches nach VAISSAIRE et al. (1987) zur saprophytaren 
Normalflora des Hengstes gehort. 
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Nach der Adsorption von Antikorpern aus einem Hyperimmunserum vom Kanin- 
chen durch den Protein-A-positiven Staphylokokkenstamm Cowan I beobachteten 
KITZROW et al. (1979) in der Co- Agglutination eine schwache Reaktion mit 
Haemophilus suis. 

Demgegenuber konnten DABERNAT et al. (1980b), TAINTURJDER et al. 
(1981c), MAZUROWA (1985) und SELBITZ et al. (1987) keine Kreuzreaktionen 
der von ihnen in Kaninchen hergestellten Immunseren mit anderen Bakterienspezies 
nachweisen. 

Die Reaktion der mAk im IFT zeigte die bei alien mAk in unterschiedlicher 
Intensitat vorhandene Fahigkeit, in diesem immunologischen Nachweisverfahren 
mit T. equigenitalis zu reagieren. Dabei haben sich der mAK TF II 8D4 und TF III 
1 1B5 als besonders geeignet fur die Anwendung im EFT herauskristallisiert. 

Mit der Etablierung von Hybridomzellen, die gegen Taylorella equigenitalis ge- 
richtete mAK produzieren, erofihen sich neue Wege in der Erforschung der 
Epidemiologic dieser equinen Genitalerkrankung. Da die mAk TF II 8D4 und TF 
III 11B5 alle gepriiften Tayorellenstamme im ELISA erkennen, keine 
Kreuzreaktionen mit bisher getesteten Bakterienspezies zeigten und diese 
Antikorper in der Lage sind, im IFT zu reagieren, besteht die Moglichkeit, einen 
auf dem EFT basierenden Schnelltest zur Untersuchung von Ausstrichen von Geni- 
taltupferproben und Genitalsekreten von Hengst und Stute auf T. equigenitalis zu 
etablieren. Ferner konnten diese mAk im IFT zur Identifizierung verdachtigen 
Kulturmaterials, welches, wie auch der durchgefuhrte Infektionsversuch zeigte, bei 
symptomlosen T.-equigenitalis-Tragern die Diagnose erschwert, herangezogen 
werden. Dazu ware die Identifizierung der vom mAK TF II 8D4 erkannten anti- 
genen Determinant e des CEM-Bakteriums notwendig. 

TER LAAK et al. (1989) und TER LAAK und WAAGENAARS (1990) setzten 
bereits ein in Ziegen entwickeltes Hyperimmunserum zur Identifizierung von T- 
equigenitalis-Kulturen, die unter bestimmten Kultivierungsbedingungen auto- 
agglutinierten, ein. Diese Methode der Identifizierung verdachtiger Bakterien 
konnte mit dem Einsatz mAk spezifischer werden. 

Um ein noch genaueres Bild von der Spezifitat der im Rahmen dieser Arbeit 
geschaffenen mAK zu bekommen, sind weitere vergleichende Untersuchungen mit 
bisher noch nicht getesteten Bakterienspezies, die in der Literatur als 
kreuzreagierend beschrieben wurden, durchzufuhren. In diesem Zusammenhang 
ware auch die Untersuchung moglicher Antigengemeinschaften von T. 
equigenitalis mit Bakterien der physiologischen Genitalflora von Hengst und Stute 
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nach deren bakteriologischer Anzuchtung von Interesse. 

Desweiteren waren Untersuchungen uber Antigengemeinschaften von T. equi- 
genitalis mit den menschlichen Genitaltrakt besiedelnden pathogenen und 
opportunistischen Bakterienspezies, die als Ursache der Reaktion von T. 
equigenitalis mit Humanseren betrachtet werden, moglich. 

6. SchluBfoIgerungen 

In Infektionsversuchen mit Shetlandponys konnte die sexuelle Ubertragbarkeit von 
Taylorella equigenitalis demonstriert werden, indem das CEM-Bakterium von einer 
Ponystute auf einen Ponyhengst und von einem Ponyhengst auf eine Ponystute 
ubertragen wurde. 

Da in denbakteriologischen Untersuchungen von Genitaltupferproben kein Ort am 
auBeren Hengstgenitale ermittelt werden konnte, von dem der Erreger beliebig 
reproduzierbar reisoliert werden kann, sind zur Erzielung einer hohen 
Nachweissicherheit beim Hengst Tupferproben vom Penisschaft, den primaren und 
sekundaren Eichelgruben, der Urethra sowie das Vorsekret und das Ejakulat 
bakteriologisch auf T. equigenitalis zu untersuchen. 

Da jedoch in der Gesamtheit der bei 2 Ponyhengst en durchgefuhrten bakteriolo- 
gischen Untersuchungen T. equigenitalis am hsuSgsten aus den Eichelgruben- 
tupfern isoliert wurde und in den postmortalen bakteriologischen Untersuchungen 
der Harn- und Geschlechtsorgane beider Ponyhengste so^ie in der 
immunhistologischen Untersuchung von Organschnitten des Ponvhengstes 2 der 
hochste Gehalt an Taylorellen in den primaren und sekundaren Eichelgruben zu 
finden war, konnen die primare und die sekundaren Eichelgruben des Hengstes 
analog zum Klitorissinus der Stute als Hauptkolonisationsort von Taylorella 
equigenitalis im mannlichen Genitaltrakt angesehen werden. 

Die bei Ponyhengst 2 nach dem intensiven Absamtraining plotzlich wieder 
positiven Erregernachweise geben zu der Vermutung AnlaB, daB infizierte Deck- 
hengste, die in zuchthygienischen Untersuchungen vor Beginn der Decksaison 
negative Ergebnisse lieferten, infolge der sexuellen Belastung in der Decksaison 
den Erreger plotzlich massiv ubertragen konnen. 
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Die sich in diesem Infektionsversuch in Abhangigkeit von der KoIoniegroCe 
zwischen 2 und 9 Tagen bewegende Zeit zur Primarisolation von T. equigenitalis, 
der sich noch einige Tage zur Subkultivierung und Diagnosesicherung anschlieBen, 
macht den zeitlichen Aufwand des Erregernachweises deutlich. 
Da beim Hengst aJs symptomlosen Trager von T. equigenitalis in erster Linie mit 
dem Auftreten des langsamwachsenden kleinen Kolonietypes zu rechnen ist, sind 
Kochblutagarplatten zum Taylorellennachweis bei verdachtigen Hengsten zur 
Vermeidung faJsch negativer Ergebnisse mindestens 10 Tage zu inkubieren. 

Mit Hilfe der immunhistologischen Untersuchung von Organ- und Cewebeschnit- 
ten des Ponyhengstes 2 gelang es, den in der postmortalen bakteriologischen 
Untersuchung ausgesprochenen Verdacht hinsichtlich der Kolonisation von T. 
equigenitalis in Hoden und Samenblasen zu bestatigen. Da mit dieser Methode des 
Antigennachweises erstmalig die in der Literatur immer wieder geauBerte Ver- 
mutung iiber die Moglichkeit der Kolonisation von T. equigenitalis in den inneren 
Geschlechtsorganen des Hengstes bestatigt wurde, bedarf die Frage, ob diese 
Ansiedlung des CEM-Erregers generell beim Hengst stattfindet, der Klarung. 

Da bei beiden infizierten Ponyhengsten im Verlaufes des Infektionsversuches keine 
spezifischen Antikorper mit der SLA, dem HT, der KBR, der PHA und dem IFT 
nachweisbar waren, sind serologische Untersuchungen auf T.-equigentalis-Anti- 
korper zum Nachweis einer Taylorelleninfektion beim Hengst als ungeeignet anzu- 
sehen. 

Die Ergebnisse der hamatologischen Untersuchungen bei beiden infizierten Pony- 
hengsten unterstreichen den lokalen und symptomlosen Charakter der T.-equigeni- 
talis-Infektion beim Hengst. 

Diese Aussage ist auch in Verbindung mit den unauffalligen Befunden der post- 
mortal bei beiden Hengsten durchgefiihrten pathologisch-anatomischen Untersuch- 
ungen der Harn- und Geschlechtsorgane zu sehen. 

Die in der histopathologischen Untersuchung der Geschlechtsorgane des 
Ponyhengstes 2 in der Samenblase interstitiell, in der Urethra und den sekundaren 
Eichelgruben subepithelial nachweisbaren lympho-histiozytaren Infiltrate sowie die 
im Hoden zu beobachtende verminderte Spermiogenese konnten als Folge der Ein- 
wirkung von Taylorella equigenitalis bzw. der durch diese Spezies produzierten 
Zytotoxine gewertet werden. Mit der beobachteten Storung in der Spermiogenese 
waren auch Fruchtbarkeitstorungen seitens des Hengstes infolge einer Taylorellen- 
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infektion weiter zu untersuchen. 

Da aber die histopathologischen Untersuchungen der Geschlechtsorgane beider 
Ponyhengste kein einheitlich.es Bild lieferten, sind weitere Untersuchungen 
hinsichtlich der Wirkung des CEM-Erregers auf die Genitalorgane des Hengstes 
notwendig. 

Die Tatsache, daB.die mAk TF II 8D4 und TF III 11B5 alle bisher gepriiften 
Taylorellenisolate im ELISA erkennen und gleichzeitig im IFT reagieren, lassen die 
Nutzung dieser beiden mAk in einem IFT-Schnelltest zur Untersuchung von Aus- 
strichen von Genitaltupferproben und Genital sekreten sowie .von verdachtigem 
Koloniematerial auf Taylorella equigenitalis sinnvoll erscheinen. 

Die Moglichkeit der Verwehdung der mAk als epidemiologische Marker zur 
Einteilung von T.-equigenitalis-Isolaten in Antigengruppen auf der Grundlage ihrer 
verschiedenen Reaktionsmuster mit den mAk ist durch die Testung der Reaktion 
der selektierten mAk mit einer groBeren Anzahl von T.-equigenitalis-Stammen zu 
uberpriifen. 

Mit Hilfe der mAk konnten im ELISA keine gemeinsamen antigenen 
Determinanten von 12 verschiedenen T.-equigenitalis-Isolaten und 21 andere 
Bakterienspezies nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis spricht fur die Spezifitat 
der gegen T. equigenitalis gerichteten mAk. Dennoch sind vor dem Einsatz der 
empfohlenen mAk im EFT zum Nachweis von T. equigenitalis weitere 
Untersuchungen uber Kreuzreaktionen mit Bakterien der physiologischen 
Genitalflora von Hengst und Stute durchzufuhren. 
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7. Zusammenfassung 

Das Ziel dieser Arbeit war es, beim Hengst den Verlauf und die Auswirkungen 
einer T.-equigenitalis-Infektion sowie die Orte der {Colonisation des CEM- 
Bakteriums zu untersuchen. 

Zur Klarung dieser Fragestellung wurden an zwei artifiziell infizierten Shetland- 
ponyhengsten intra vitam bakteriologische, klinische, serologische und hamatolo- 
gische Untersuchungen durchgefiihrt. Postmortal erfolgten eine pathologisch-ana- 
tomische und histo-pathologische Untersuchung der Ham- und Geschlechtsorgane 
sowie regionaJen Lymphknoten hinsichtlich durch T. equigenitalis induzierter Ver- 
anderungen sowie ein kultureller Erregernachweis. Die entnommenen Organe eines 
Hengstes wurden zusatzlich einem immunhistologischen Erregernachweis unter 
Verwendung eines in Kaninchen hergesteliten Hyperimmunserums und gegen T. 
equigenitalis gerichteter monoklonaler Antikorper unterzogen. Das Hyper- 
Lmmunserum und die monoklonalen Antikorper wurden zusatzlich hinsichtlich ihrer 
Spezifitat unter Verwendung von 12 T.-equigenitalis-Isolaten und 23 anderen 
Bakterienspezies iiberpruft. 

Im Infektionsversuch traten keine klinischen in Zusammenhang mit T. equigenitalis 
stehenden Symptome auf. In den serologischen Untersuchungen konnten in der 
SLA, dem HT, der PHA, der KBR und dem EFT keine T.-equigenitalis-spezi- 
fischen Antikorper nachgewiesen werden. Ebenso lieBen die Ergebnisse der hama- 
tologischen Untersuchungen keine Ruckschlusse auf Auseinandersetzung der zellu- 
laren Abwehr des Organismus der infizierten Hengste mit dem CEM-Bakterium zu. 
In den bakteriologischen Untersuchungen konnten die primare und die sekundaren 
Eichelgruben als Hauptkolonisationsort von T. equigenitalis beim Hengst ermittelt 
werden. 

In der immunhistologischen Untersuchung wurde T. equigenitalis mit der EFT- 
Doppelmarkierungstechnik in den Samenblasen und Hoden eines Ponyhengstes 
nachgewiesen. 

Mit gegen T. equigenitalis gerichteten monoklonalen Antikorpern gelang es erst- 
malig, Unterschiede in der Antigenstruktur von Vertretern der Spezies T. equigeni- 
talis nachzuweisen und neue Wege in der Erforschung der Epidemiologic dieser 
equinen Genitalerkrankung zu eroffnen. Die monoklonalen Antikorper erlauben es, 
die DiagnOstik der CEM zu beschleunigen und beziiglich der Nachweissicherheit 
auf ein hoheres Niveau zu heben. 
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ON X 



T. equigenitalis/2891 

T. cquigcnitalis/2729 

T. equiginitalis/BW26 

T. cquigenitalis/D 105 

T. equigenitalis/3904 

T. equigenitalis V / 3 9 

T. equigenitalis IV/17 

T. equigcnitalis II I / 8 

T. equigcnitalis 11/49 

T. equigenitalis 1/3 

T. equigenitalis / NCTC 11184 

T. equigenitalis / Wien 
Aciinobacillus equuli 

Bacillus cereus 

Bacillus mcsentericus 

Rhodococcus equi 

Actinomyces pyogenes 

Actinomyces py o ge n e s, aty p i sch 
"Yersinia pseudotuberculosis 

Proteus mirabilis 
Klebsiella pneumoniae 

Pseudomonas aeruginosa 

Salmonella abortus equi 
Escherichia coli 

Pasleurella multocida 
Bordetella bronchiseptica 

Brucella abortus 

Haemophilus somnus 

Erysipelothrixrhusiopathiae 

Staphylococcus aureus 

Micrococcus albus 
Streptococcus pneumoniae 
Streptococcus equisimilis 
S tr e pt o cocc u s e qu i 
Streptococcus zooepidemicus 



